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(54) Title: METHOD FOR THE PREPARATION OF ANTIGENS OF THE VIRAL HEPATITIS NANB, AND AP- 
PLICATION TO THE PREPARATION OF A REACTION AGENT ALLOWING THE DIAGNOSTIC 
AND PRONOSTIC OF INFECTIONS CAUSED BY THE VIRUSES OF VIRAL HEPATITIS 

(54)Tltre: PROCEDE DE PREPARATION D'ANTIGENES DE L'HEPATITE VI RALE NANB, ET APPLICATION 
A LA REALISATION I?UN REACTIF PERMETTANT LE DIAGNOSTIC ET LE PRONOSTIC DES IN- 
FECTIONS PROVOQUEES PAR LES VIRUS DES HEPATITES VIRALES 

(57) Abstract 

Method for the preparation of purified antigens of viral hepatitis NANB and application. This method is particular- 
ly characterized by the selection of serums or liver extracts wherein the presence of NANB virus has been recognized, the 
uirxacentrifugadon to concentrate said viruses in the centrifugation base, the collection and treatment of said base by 
means of a non ionic detergent that is allowed to incubate during 1 to 24 hours at a temperature comprised between 0 and 
37°C, a rractionning to isolate the fractions containing purified the Ag NAN Be, and then, if desired, said fractions are sub- 
jected to the action of an ionic detergent, incubation during 1 to 24 hours approximately at a temperature comprised be- 
tween 0 and 37°C, and the Ag NANBe is isolated. Application to the obtention of a reaction agent allowing particularly 
the diagnostic of viral hepatitis NANB. 

(57)Abrege 

Precede de preparation d'antigenes purifies de I'hepatite virable NANB et application. Ce precede est notamment 
caracterise par le fait que Ton selectioune des serums ou des extraits de foie dans lesqueis on a reconnu la presence de vi- 
rus NANB, que Ton precede a une ultracentrifugation pour concentrer lesdits virus dans le cuiot de centrifugation, que 
Yon recueille ledit cuiot et le traite par un detergent non ionique que l'on laisse incuber pendant 1 a 24 heures environ a 
temperature comprise entre 0 et 37°C, que Ton precede a un fracrionnement pour isoler les fractions contenant de i'Ag 
NANBc puriile; puis que, si desire, on soumet lesdites fractions a Taction d'un detergent ionique, laisse incuber pendant I 
heure a 24 heures environ a temperature de 0 a 37°C, et isoie l'Ag NANBe. Application a la realisation d'un reactif permet- 
tant notamment le diagnostic de I'hepatite virale NANB. 
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NANB, et la raise en evidence des differences tr5s variables du 
comportement des margueurs viraux NANB s, e et c, et une fivolu- 
tion trSs diff Srente par rapport au virus HB. 

a) L'Ag NANBs est beaueoup moins abondant que dans les infec- 
tions a VHB par contra l'Ag NANBe lui est produit en quantitis 
egales sinon plus importantes que dans 1 'hepatite B, et souvent 
supfirieures a celles de l'Ag NANBs. Un test reposant sur l'Ag 
NANBe sera done plus sensible dans certains cas. 

b) Une autre caractSristigue est le caractSre fluctuant et 
recurrent mais h€las chronique des infections NANB avec episo- 
des de normalisation plus ou moins parfaite y compris des SGPT. 
On croit le sujet guSri puis il y a rechute. Les marqueurs 
NANBe et NANBs Svoluent de fagon semblable et disparaissent par 
Episodes du serum: 

a) en partie parce qu'il y a des cycles de synthase avec des 
recrudescences et phases de quiescence 

B) en partie car les Ag sont masques par les Ac anti-NANBe et 
anti-NANBs sous forme de complexes Ag/Ac, ceux-ci pouvant Stre 
infectieux. Dans le cas de complexes immuns masquant les Ag 
NANB/s et e, ou d'une brusque baisse de synthase, les Ac anti- 
NANBc a titre Slev6 gardent toute leur valeur pour reperer un 
donneur dangereux. C'est mSme un de leurs intSrets essentials-. 

Y) II semble qu ' inversement au virus HB il y ait aussi des cas 
avec de grandes quantites d'Ag NANBe, et NANBs accessoirement, 
ou les anti-NANBc/1-2 sont a un titre. trSs faible. 

Au total les constatations conduisent a penser que le test le 
plus perf oraant pour la detection du plus grand nombre de 
porteurs de virus serait un test qui pennettrait a la fois la 
detection des diffSrents marqueurs NANBs, NANBe et anti-NANBc. 
Un tel test est possible et nous allons en donner le principe. 
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Rgalisation d'un test ialxfe ELTSA et DRT'en phase sollde 
selon le principe du sandwich pour la detection simultanSe 
des Ag NANB/s et e et du precipe de la competition frour les 
Ac anti-NANBc . 

On fixe d'abord les Ac anti-NANBe et anti-NANBs sur la bille 
qui plSgera done Ag NANBs et NANBe, on y rajoute en vue d'une 
phase ultSrieure des Ac anti-NANBc/1-2, on veille a ce que les 
Ac anti-NANBe soient aussi fortement anti-NANBc et on peut mSme 
raj outer ceux-ci. 

Le rfiactif ainsi realise va Stre mis a incuber avec le serum a 
tester. S'il y a des Ag NANBs ou NANBe ceux-ci vont se fixer. 
On lave et on incube avec un melange d'Ac anti-NANB /s+e , 
marqu6s a un traceur (enzymatique dans le cas d'un test ELISA) . 

On revSle les cas positifs par photom§trie. 

Si le s6rum est positif , 11 est infectieux et ne peut Stre 
transfusS. On pourra analyser ultSrieurement quel est l f Ag en 
cause. 

Si le serum est nSgatif, ce n'est pas une preuve absolue qu'il 
n f est pas infectieux, simplement 11 est possible que les Ag 
NANBe et s ne soient pas detectables au seuil de sensibilitS du 
test Elisa tel qu»il est construit. 

Nous avons vu que ces Ag peuvent Stre moins abondants en phase 
de quiescence ou bien atre "masques, mais le sang et le serum 
restent infectieux. 

On recherche alors les Ac anti-NANBc de la fagon suivante. Au 
rfiactif qui porte les Ac anti-NANBc/ 1+2 , on rajoute une quan- 
tit§ determine d'Ag NANBc/ 1+2 diluS dans du serum humain 
normal. On rajoute ensuite le serum oil l"on veut dStecter les 
Ac anti-NANBc/ 1+2 , et des Ac anti-NANBc/ couples a un traceur 



BUREAU 



WO 82/03330 PCT/FR82/00060 



-37- 

radioactif, par exemple T 125. AprSs incubation, si le serum I 
tester contient des Ac anti-NANBc/1+2 , ceux-ci vont dirainuer la 
fixation des Ac marques du traceur sur le rSactif auquel on a 
ajoutS l'Ag NANBc/1+2. 

Une reduction de plus de 50% au nombre de coups comptis par 
. spectrometre Gamma permet de conclure que le serum teste" est 
positif aux Ac anti-NANBc. 

On va ainsi a nouveau retrouver un certain nombre de serums 
lnf ectieux marques par la premiere phase du test, car le test 
sera calibre pour repSrer les cas avec 1 • anti-NANBc/ 1+2 de 
titre supSrieur a 1/500 signant 1» existence d'un virus en 
replication active. 

Au total le test propose est un test en deux temps ou un double 
test, I'un fitant un test immunoenzymatique, 1* autre un test 
radioimmunologique. Dans le cas particulier dScrit ici. 

la premiere phase est un test immunoenzymatique recherchant a 
la fois NANB/e et s selpn la mfithode du sandwich, et 

la deuxieme phase est un test radioimmunologique recherchant 
les anti-NANBc/1+2 selon un principe de competition entre l'Ac 
a .tester et l'Ac fixe au traceur. 

D. Construction d'un rfiactif pour la detection du VHB et NANB. • 

On autre aspect important de 1' invention est done la demonstra- 
tion d'une reactivlte croisfie entre les Ag des virus B et NANB 
maximum pour HBe/3 et NANBe, intermediaire HBc et NANBc/1 et 2, 
et trSs faible mais non nulle pour BBs et NANBs (en immunodif- 
fusion avec Ac tres purifies) . 

Ces rgactivitSs croisees ne sont pas suffisantes avec les 
reactifs commerciaux disponibles actuellement pour le VHB (sauf 
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exception) pour dStecter le virus NANB. En particulier en ce 
qui conceme la rSactivitS croisSe maximum elle existe entre 
HBe/3 NANBe, mais pas avec HBe/1-2 qui reprS sen tent la base des 
tests DRI commercialisms jusqu'a ce jour. 

Plusieurs tests pour le dSpistage simultanS des virus B et NANB 
peuvent Stre congus. 

1°/ Dfipistaqe simultanfi des Act HBs NANBs et NANBe 
(test sandwich) 

a) On fixe sur le support solide les trois Ac anti-HBs, anti- 
NANBs i et anti-NANBe, en mSlange. 

On peut utiliser soit des Ac spScifiques d'animaux hyperim- 
munis€s avec haute constante d'affinitS, soit des Ac monoclonaux 
obtenus par la technique des hybridomes, soit des Ac humains 
polyclonaux rendus monospScifiques pour l f Ag voulu. 

Si on a soin de sSlectionner les Ac de classe IgM on peut 
augmenter la sensibilit§ du test. 

b) L' incubation du sSrum Si tester se fait de fa;on standard. 

c) Le traceur est Sgalement un mSlange des 3 Ac couplSs soit a 
1^25 ^ soit a une enzyme (phosphatase alcaline ou peroxy- 
dase) en El is a. 

Li encore, l f utilisation d'IgM monoclonaux de haute aviditS et 
de spficificitfe voulue peut augmenter les performances du test. 

On effectue la revelation selon les techniques classiques. 

2°/ Autre rSactif poor la detection simultanee des Ag 
HaNBs, HBs% NANBe et de l'AC anti-NANBc. 
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On fixe sur le support solide quatre Acs anti-NANBs, anti-HBs, 
anti-NANBe et anti-NANBc/1 et 2. On met en contact avec une 
solution contenant de l'Ag NANBc dans du serum humain normal 
puis avec le sSrum a tester et on ajoute des Ac anti-NANBc/1-2 
marques par exemple t un traceur radioactif (I 125 ) . Apres 
lavage et revelation, si plus de 50% de l'Ac anti-NANBc radio- 
actif est fixS au support c'est que le serum etait nSgatif pour 
les Ac anti-NANBc/ 1-2. 

On met ensuite le rSactif au contact d'une preparation d' anti- 
corps anti-HBs, anti-NANBs et . anti-NANBe couples a un traceur 
different de celui choisi pour la Xere etape, done ici enzyraa- 
tique, peroxydase par exemple. 

Apres lavage et revelation, si les Ac marques sont fixes sur le 
support c'est que le serum a tester etait positif pour l'un des 
Ag et done infectieux. 

Les exemples sulvants illustrent 1' invention sans toutefois la 
limiter. 

EXEMPLE 1 

Realisation d'un rSactif avec l'Ac anti-NANBe. 

On utilise des billes de polystyrene ccmmercialisees par la 
Societe PRECISION PLASTIC BALL (U.S.A.). 

Les billes sont lavees dans l'ethanol pur avec agitation ener- 
gique pendant une nuit I temperature ambiante. Elles sont 
ensuite lavSes a l'eau distillie et secbies en etuve a 37°C. 

Au depart d'un serum reconnu positif 1 l'Ac anti-NANBe, on 
precipite les IgG par addition d'une solution de sulfate 
d' ammonium a 33%. On purifie ensuite les gammaglobulines 
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prScipitSes par chromatographic sur gel de DEAE Cellulose selon 
les mSthodes connues de purification des gammaglobulines. Les 
fractions contenant les IgG sont diluSes dans un tampon tris 
0,01M de pH 7,2 jusqu'a une concentration de 50 yg/ml. On 
laisse incuber les billes dans la solution diluSe, en agitant 
doucement, pendant 18 heures a temp§rature ambiante . 

On sSpare les billes ainsi incubSes puis on les fait incuber 
dans une solution d'albumine bovine a 5% en tampon phosphate 
0,02M glygocolle 0 r 3M de pE 7,5. 

AprSs incubation pendant. 4 heures 3 tempSrature ambiante , en 
agitant doucement de temps en temps f on sSpare les billes , les 
lave a l f eau distillSe et les sSche a 37°C. On peut ensuite 
les conserver a tempSrature de 4°C. 

Le rSactif constituS par les * billes ainsi obtenues peut servir 
a la dStection de I'antigSne correspondant a l'anticorps fixS, 
selon une mSthode dite "sandwich" qui est dScrite ci-aprSs. 

Realisation du test "sandwich" pour la d§tection d'un antigSne. 

Le principe du test est le suivant : 

On incube 200 ul de sSrum a tester avec une bille revStue comme 
prScSdemment , pendant 18 heures a tempSrature ambiante. 

Ensuite on lave la bille a I'eau distillSe. 

On incube alors la bille dans 200 ul d f un traceur radioactif 
pendant 4 heures a 37 °C. On lave la bille puis on effectue un 
comptage de radioactivitS pendant une minute avec un spectro- 
mdtre de radiations gamma type PACKARD par exemple. On procSde 
par comparaison avec des sSrums tSmoins reconnus nSgatifs a 
I'Ag NANBe. 
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Les sfirums pour lesquels on observe un noxnbre de coups par 



vfi pour les sfirums tfimoins nfigatifs, sont considfirfis coinme 
posititifs. 

Le traceur radioactif est prfiparfi de la fagon suivante : 

- des Ac anti-NANBe purififis sont marqjafis avec I'iode radioac- 
tif par la chloramine T.qu'on dilue ensuite de fagon a obtenir 
entre 5.10 5 et 10 S CPM/200 yl (soit la quantitfi que I'on applique 
sur une bille pendant la deuxiSme incubation) . 

Le diluant a la formule suivante : 



- sfirum humain normal (SEN) 10% 

- sfirum de veau Foetal (SVF) 50%. 

Le marquage selon la mfithode dficrite par GREENWOOD est rfialisfi 
par exemple de la f agon suivante : 

r'On utilise 1,5 mCi d'iodure de sodium marqxuS a l'iode radio- 
actif, que l B on ajoute S 50 pi d'IgG (anticorps anti-NANBe 
purif ifi) 3 1 g/i en solution dans un tampon phosphate 0 , 05M pH 
7,5. On ajoute ensuite la chloramine T et le mStabisulfite 
selon la mfithode de GREENWOOD. 

On passe ensuite la solution obtenue sur une colonne DOWEX 2X 
8000 de diamStre de gel 100-200 mesh. On utilise 3ml de gel. On 
recueille 3ml d'Sluat que l f on passe sur une colonne de SEPHADEX 
G25% (10ml de gel) . On rficupfire les cinq premiers millilitres 
filufis aprSs le volume mort de la colonne. lis contiennent 



minute deux fois supfirieurau nombre de coups par minute obser- 



Tris HC1 0,01M pH 7,5 



NaN 3 0,1% 
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1 ' anticorps marquS a l'iode radioactif. 

Realisation d'un rSactlf pour les Ac anti-NANBc 
Purification des Ag NANBcl et NAMBc2 . (et HBc) 
a) purification a partir da foie 

Un homogSnat de foie est prfiparfi par broyage a partir d'un foie 
d'autopsie d'un malade dficfide d' hepatite NANB et dont le foie a 
fits trouvfi positif en immunofluorescence directe avec un anti- 
NANBc conjuguS pour 1'Ag correspondant NANBcl ou 2. 

Le broyage est effectufi en prSsente d'un tampon Tris HC1 0,05 
M, pH - 7,6 + 0,25 M Sucrose + 0,006 M Mg Cl 2 , + 0,025 M KC1. 
Le broyat brut est filtrfi. L'homogfinat est centrifuge 20 minutes 
a 4000g (+4°C) . Le culot est resuspendu dans le mfime tampon, 
homogenfiisS et centrifuge 1 20 minutes a 4000g. Cette operation 
est recommencfie 2 fois. Le culot final est resuspendu un 
tampon Tris -HC1 pH 7,6 0 r 05M + NaCl 0,15 M + dfitergent non 
ionique HP 40 0,1% + B mercaptofithanol 0,02% + pronase E (70000 
PDK/g MERCK) a concentration finale de 0,1%. 

ApxSs 1 heure a 37°C et 1 nuit a +4° C, on soumet a une centri- 
fugation pendant 20 minutes a 10000 rpm. On Slimine le culot. 
Le surnageant est centrifugfi 16 heures a 27000 RPM sur 10 ml 
d'un gradient de sucrose 10-20% en tampon Tris-EDTA 10 mM + 
NaCl 1M. Les culots sont repris dans CsCl (d=l,22g/cm 3 ) en tam- 
pon Tris EDTA lOmM + BSA 0,1% (volume final : 5ml ) et on 
depose sur 28 ml d'un gradient de Cs CI 1,28 - 1,43 g/cm 3 , le 
tube est complfitfi avec Cs CI (1,18 g/cm 3 ) et centrifugfi 40 
heures a +4*C et 25000 RPM. 

Le gradient est rficoltfi par le fond du tube en fractions de 
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1,2ml qui sont dialysees aprSs lecture de 1 T index sur repactoraS 
tre. Les fractions positives sont rassembiees et centrifugSes 
sur coussin de sucrose 10-20%. 

On peut procSder ensuite £ une nouvelle ultracentrifugation en 
gradient de sucrose. Les fractions concentr§es sont mises sur 
un gradient continu de 15 a 55% de sucrose prepare en tampon 
TSA (tampon Tris 0,05 Hcl pH 7,6 0 f 15M NaCl et 0,02% Na3) et 
ultracentrifugSes pendant 18 heures a 24000 t/mn 3 4° dans le 
rotor SW27. 

Des fractions d" 1,5ml sont ensuite collectSes a partir du bas 
du tube puis testSes pour la DNA polymerase et pour les Ag 
NANBe. La densitS de chaque fraction est determine par 1' index 
de refraction dans un rSfractomStre ABBE. Toutes les fractions 
sont conservSes a 4°. 

C'est ce corps purifiS et/ou plutOt le melange des fractions 
ainsi obtenues pour NANBcl et NANBc2 (ainsi que pour I'Ag HBc 
Sventuellement) , qui pourra Stre utilise soit pour Stre fixe 
directement sur une bille pour dStecter les anticorps anti- 
NANBc, soit pour Stre rajoutfi dans un 2 Sine temps si on r§alise 
le test IgM. 

Purification des antigSnes capsidicrues NANBcl et 2 
(ou HBc) a partir du serum. 

Pour cela, on choisit un serum NANBe trSs positif provehant de 
donneurs de sang ou de malades et si possible de sujets immuno- 
dSprlmSs tels que les hemodialyses et des leucSmiques qui sont 
reputes pour avoir de grandes quantitSs de virus circulant, 
ayant un titre trSs SlevS d'Ag NANBe par exeraple 1/8 en CEP 
ainsi que d'Ag NANBs, et surtout pour lesquels en faisant la 
reaction d'ADN polymerase sur un culot d 1 ultracentrifugation du 
serum ainsi repSrS, on trouve tine activite ADN polymerase. 
AprSs avoir ainsi identifie les sujets qui peuvent reprfisenter 
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des sources interessantes de virus complet, on obtient chez eux 
une quantitS importante de plasma ou serum preleve soit lors 
d'un don de sang, soit lors d'une plasmapherese suivie de 
recalcification du plasma. On proc&de ensuite i une ultracentri- 
fugation. 



On c ommenc e en partant de 18,5ml de sfirum qui sont clarifies 
puis qui sont centrifuges 3. travers 20ml d'un gradient continu 
de sucrose 10-20% sur rotor SW27, 20 heures a" 25000 RPM puis le 
culot obtenu est repris dans du chlorure de cesium. 

Les fractions sont rficuperees S. partir du bas du tube qui est 
perfor§. On recueille des fractions de 0 r 5ml sur lesquelles on 
va mesurer 1* index de refraction dans le rSfractomStre ABBE 
l'activite ADN polymerase et l'Ag NANBs. On va sfilectionner les 
fractions positives pour l*activite ADN polymerase si on 
s "assure en microscopie filectronique qu'elles contiennent bien 
la particule viral e complete I double membrane correspondant au 
virion complet. 

Pour obtenir l'Ag NANBc qui est represents par le centre de ces 
virus complets on reprend cette fraction et la recentrifuge, 
aprls 1* avoir mSlangee a 2 volumes de solution riche en parti- 
cules virales completes avec 1 volume de dStergent Nonitet P40 
10% (Shell Company) , sur un gradient 15-55% de sucrose en 
tampon TSA comme dficrit plus haut pour la purification a partir 
du fole. Les fractions sont tes tees pour 1'activitS ADN poly- 
merase et les Ag capsidiques NANBc par CEP. Les fractions 
positives en Ag sont recupSrees et traitfies comme dScrit ci- 
dessus. Elles serviront a la prSpaxation du reactif. 

Realisation du reactif 



a) test anti-NANBc simple 

Lavage des billes de polys tyrSne • vierges (cf test BBC ci-dessus) . 
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b) couplage par adsorption de l f Ag NANBc sur les billes. Dne 
solution en proportions convenables soit d'Ag NANBcl et 2 soit 
m€lang§e a de 1'Ag HBc est fixSe sur les billes par incubation 
dans l'Ag par agitation 12 S. 18 heures 3l temperature ambiante. 

c) saturation des billes, 1'excSs d'Ag apr&s couplage est 
Sliminfi et sans lavage pr Sal able on ajoute aux billes une 
solution tampon pH 7.5 phosphate 0,02m glycocolle 0,3M albuznine 
bovine 5%. On incube 4 heures cL temperature ambiante, on agite 
doucement a intervalles rSguliers. 

d) Les billes sont lav§es Sl l'eau distillSe, elles sont sSchSes 
Sl 37° et conservfies Z 4°. Ces billes couplSes 3 l'Ag sont • 
prates I Stre utilisSes pour la dStection de l'anti-NANBc 
correspondant ou bien des diffSrents anticorps anti-capsides. 

e) preparation du traceur : il s'agit d" anticorps anti-NANBcl, 
2 et/ou anti-HBc. On prend 50 pi d'IgG avec l'activitfi anti- 
corps choisie 3 1 vg/ vL dans du tampon phosphate a 0,05M pH 
7.5, soit 50 yg de pro t Sine On dispose de 1,5 mCi de iodure 
de sodium contenant I 125. 

50 1 de phosphate 0,5M pH 7.5 sont melanges avec la chloramine 
T et du mStabisulfite selon la technique de Greenwood. 

• A la fin du marquage, passage immSdiat stir colonne Dowex 2x8. 
cm 0 100 3 200 mesh {3ml de gel) . On rficupSre 3ml puis on passe 
sur colonne Sephadex G 25 soit 10ml de gel. Les 5 premiers ml 
apr&s le volume mort de la colonne sont r§cup€r€s et contlen- 
nent 1» anticorps marquS a I'iode radioactif sSparS de l'iode 
litre. Le traceur est diluS dans un diluant traceur (cf test 
HBe ci-dessus) pour 1* analyse d'une dilution dans ce milieu de 
fa$oh a obtenir entre 500.000 et 1.000.000 de coups par minute 
pour 200 pi. 

Realisation du. test proprement dit 

FEUILLE DE R EMPLACEMENT 
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La bille recouverte d'Ag NANBc est incubee avec 200 vl de serum 
a tester pendant 18 heures a temperature ambiante. 

Ensuite on lave a I'eau distill Se abondamment. 

On incube avec 200 vl de traceur radioactif contenant done 
500.000 a 1.000.000 de CPM, 1' Incubation a lieu pendant 4 
heures .37° au bain-marie- 

°» lave 2 nouveau comme pr§c§demment decrit et on ccsnpte 1 
minute dans un spectrometre de radiation gamma Packard. - 

Calcul des positifs; il se fait par comparaison avec les 
resultats obtenus dans des serums negatifs. On sSrua est 
positif si le nombre de coups/minute est infSrieur 1 50% de 
celui obtenu pour la moyenne des- serums t&noins negatif s soit 
une inhibition de plus de 50% de la radioactivitS. Au lieu 
d'utiliser un traceur radioactif, on peut utiliser un traceur 
enzyaatique represents par un marquage des anticorps a la 
peroxydase (HEP) , RZ30 Boehringer Manheim bH West Germany. Ce 
couplage est fait salon la methode de Nakane, Journal Histoche- 
mistry Cytochemistry, 22 : 1084-1091 (1974). 

Test pou r la determination des anti NANBc loM 

r'Uhe bille de polystyrene est couplee initial ement avec 1' anti- 
corps anti-IgM humaines, de mouton ou de lapia, ce sont les 
memes conditions de couplage de la bille que pour les anticorps 
anti-NANBe (voir exemple 1) . 

Ensuite avec 200 ul de serum dilues au 500Sme dans un tampon 
0,01 PBS pH 7.2 0,05 Tween-20 (PBS TW)on lave la bille. 

On rajoute 200 ul d'une solution de serum humain normal conte- 
nant des antigenes KANBcl, 2 et HBc sSparement ou ensemble. On 
incube a nouveau 16 a 24 heures a la temperature ambiante. 
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Nouveau lavage r nouvelle Incubation avec le traceur dilu§ 
convenableznent, incubation 4 heures Sl 37°. Lavage. 



Dans ce cas le traceur n'est pas s implement rSalisS par le 
marquage des anticorps complets a l'iode radioactif, il s'agit 
d 1 anticorps partiellement coupfis que l v on appelle fragments F 
(aJ3 v ) 2 ceci afin d'Sviter une reaction non spScifique avec le 
facteur rhumatolde qui est une anti-IgM non sp€cifique de 
1' hepatite. Done les anticorps anti-NANBc de classe IgG sont 
trangformSs en fragments- F (ab f ) 2 par la mfithode de Rossi 
(Nature 223:837, 1969). 

Pour cela simplement les IgG sont dig§r€s avec la pepsine 
(2700ug/mg a pH 4.3 pendant 20h) l'action est stoppSe en 
ajoutant du Tris hydroxymSthyl aminoSthane 3l pH8. 

I»es petits peptides et les fragments F (c v ) sont enlevSs par 
filtration sur gel sur Sephadex G50. Les IgG non digSrSs par 
l'action de la pepsine sont SliminSs par absorption sur une 
colonne immunoabsorbante coupl§e a un anticorps anti-Gamma F 
(c) humain couplfi Sl du Sepharose 4B par du bromure de cyanogdne. 

Preparation des anticorps anti-NANBc 

Les anticorps anti-NANBc 1 et 2 de titre tr&s Slev€ peuvent 
. Stre soit obtenus chez des malades dont le sSrum apparalt en 
immunofluorescence avoir des tltres supSrieurs au 1/10 0§me en 
IF indirecte, soit chez des animaux immunises avec les Ag NANBc 
1 et 2. Ces anticorps peuvent soit atre directement conjugSs au 
traceur radioactif ou enzymatique, soit Stre utilisfis pour la 
prfiparation des fragments F (ab') 2. Inversement, on peut 
utiliser les Ag NANBcl NANBc2 purifiSs et immuniser des lapins 
ou cobayes avec ces antigSnes comme dficrit pour la pr§paration 
des anti-NANBe £ partir des Ag NANBe purif iSs . 
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BXEMPLE 3 - Purification de l'Ag NANBs 

L'Ag NANBs peut etre purifiS par exemple de la facon suivante. 

a > Choix des plasmas posltifs pour 1'antigSne NANBs 

Les sujets ayant €t§ trouvSs porteurs d'antigSne NANBe au cours 
de programmes de defection syst§matique de cet antigSne et de 
transaminases chez des donneurs de sang, ou bien a 1* occasion 
de perturbations dinique et/ou biologiques, hSpatiques, en 
particulier, des transaminases (notamment TGP) ou des gammas 
glutamyl transpeptidases chez des consultants plus ou mo ins 
symptomatiques, sont Sgalement testes pour 1'antigSne NANBs en 
immuno-dif fusion et contre-SlectrophorSse. 

Nous avons observe que 5% des donneurs de sang environ ont des 
TGP 2 fois superieure a la normale, 80% de ces memes individus 
sont positifs pour l'Ag NANBe et plus de 15% pour l'Ag NANBs. 
Les sujets trouves porteurs d'un titre suffisant d'antigSne ' 
NANBs 1/4 ou 1/8 par contre-electrophorSse si possible, font 
l'objet d'un prSlevement de sang ou de plasma. Pour la prepa- 
ration du vaccin on s'adressera de preference a des sujets 
apparemment sains, les perturbations hSpatiques moderees 
signalees ci-dessus n'Stant pas rSdhibitOires en elles-mSmes. 

bI Purification de 1' a ntigene NANBs par chromatoqraphie 
snr gel de sSoharo se CL 4-B (Pharmacia, PPSALA, Suede) 

Une colonne de chromatographie est equilibrfie avec du tampon 
tris 0,05M HC1 0,1SM, pH 7,6. On applique sur la colonne une 
fraction sSrique enrichie d'antigSne NANBs (par une prScipita- 
tion prealable au sulfate d" ammonium a 60% suivie de dialyse 
contre le meme tampon) , une telle fraction de 5ml reagissant 
fortement pour 1* antigSne NANBs est posee sur la colonne. 
L'Slution se fait avec le meme tampon et le dSbit est rSglS a 
25ml par heure. Des fractions de 5ml sont -collect Ses et testfies 
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pour 1'antigSne NANBs et pour 1'antigSne NANBe en immunodiffu- 
sion etrC.E.P. (contre-Slectrophorfise) . 

L' analyse des fractions recueillies fait apparaltre 5 pics de 
protSines par mesure de la densitS optique i 28Qnm. L'antigSne 
NANBs est dStectS dans les pr emigres fractions, immSdiatement 
aprSs le volume d v exclusion de la colonne. C'est dans ces 
premiSres fractions que l'on observe le titre le plus SlevS 
d'antigSne NANBs r atteignant 1/32 en C.E.P. Les fractions 
ultSrieur es, ont un titre plus bas. Et elles sont Sgalement 
positives pour I'antigSne NANBe • Les fractions NANBs trSs 
positives sont rSunies et repassSes une nouvelle fois sur la 
colonne pour augmenter la qualit§ de la separation. 

On rSunit & nouveau les fractions NANBs et on les concentre 
pour les soumettre Sventuellement 3 des Stapes de purification 
ultSrieures. On peut Sgalement faire suivre plusieurs sSries de 
colonnes diff §rentes # en particulier avec le SSpharose 6200 
SUPERFINE (Pharmacia) ou l'Ag NANBs sort essentiellement dans 
les 2&me et 3Sme pics de protSines des fractions SluSes. 

L'antigSne NANBs peut Sgalement Stre isolS par ultracentrifu- 
gation en gradient de densitS de sucrose ou de chlorure de 
cSsium. 

11 peut Sgalement Stre purifiS par chromatographic d'affinitS. 
Pour cela on peut utiliser divers supports tels que le SSpha- 
rose, ou un support permettant une utilisation en "batch" au 
lieu de colonne comme la MAGNOGEL de 1* Industrie Biologique 
Frangaise ; dans ce cas on incube les Ag anti-NANBs aprSs 
activation du gel avec la glutaraldShyde pour rSaliser I'imrau- 
noabsorbant. 

a) FrSparation d'un immuno absorbant SSpharose, 
anti-NANBs; 
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La fraction gammaglobulinique d ! un serum trouve fortement 
positif en anticorps anti-NANBs est prepare par precipitation 
avec du sultate d 1 ammonium pH=7 & 33% de concentration finale. 
Le pr6cipite est redissous en tampon 0,1M NaHCOj et dialys§ 
vis-a-vis d'une solution 0,5M NaCl-0,lM NaHC0 3 . La concentra- 
tion par rapport au serum de depart est de 3 fois* Les gamraa- 
globulines anti-NANBs sont couplSes £ du SSpharose 4B active au 
bromure de cyanogSne (4B CNBR-Pharmacia - TJPSALA- Su§de) , selon 
le procgdfi deer it par CUATRECASAS et AFINSEN dans Ann. Rev. 
Biochem. 40: 259,1971. 7g de sepharose 4B active au CNBr sont 
mis 3l gonfler et sont lavSs sur un filtre en verre avec une 
solution 0,00 1M HCl pendant 30 minutes. Immediatement aprSs 
lavage, le gel est meiang§ avec 200mg de gammagloaulines anti- 
NANBs en solution bicarbonate© et on agite pendant 2 heures a 
temperature ambiante. 

Le gel est ensuite lave avec 600 ml de la solution 0,1M NaHCOj 
contenant 0,5M NaCl, et traite avec 50ml d'une solution d'etha- 
nolamine 1H pa=8 pendant 2 heures a 25 °C. 

Le sepharose ainsl couple est ultSrieurement lave altemative- 
ment avec un tampon IM NaCl, 0,1M acetate, pH=4 et un tampon 1M 
NaCl, 0,1M borate, pH»8,4. Le dernier lavage est fait en tampon 
0,1M borate, pH»8,4 contenant 0,5M de NaCl et 0,U05M d'EDTA. 

b) Dans un autre mode d' execution du procMS on a utilise 
un immuno absorbant MAGNOGEL, active a la glutar aldehyde et 
couple avec les iimnunoglobulines anti-NANBs. 

c) Isolement de 1'antigSne .NANBs; 

Une colonne de 2 x 11 cm de SSpharose coupiee a 1* anti-NANBs 
est utilisee. La colonne est £ qui librae avec le tampon a tempe- 
rature amaiante. On ajoute 25ml de la solution concentree 
contenant de 1'antigSne NANBs de titre Sieve. Cette solution 
est dilu€e au demi avec le tampon et on laisse 1 heure a 37 °C 
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pour favoriser 1' adsorption. La colonne est ensuite placSe I 
+4°C et lavfie avec le tampon borate jusqu'cl ce que la density 
optique des fractions devienhe nulle. L'antigSne NANBs est SluS 
de la colonne par un tampon phosphate 0,1M, pH 10,8. Les 
fractions de 5ml sont recueillies et la densitS optique 3 280nm 
mesurfie. On ramSne immfidiatement Z un pH physiologique par 
addition NANBs et toutes les fractions positives sont rSunies 
et concentrSes par ultrafiltration sur filtre AMICON retenant 
toutes les protSines ayant tin poids molficulaire supSrieure- a 
30*000. 

Toutes autres conditions de couplage et dilution en particu- 
lier celles prSconisfies par le fabricant du SSpharose 4B CNBR 
peuvent Stre utilises pour cette m6thode de purification. 

EXEMPLE 4 

Purification de l'Ag NANBe par la mSthode I 1 ' h§parinogel 

On sSlectionne des sfirums positifs en Ag NANBe en ID et en CEP. 
Aprds filtration sur mililpore (diamStre des pores 0,45 mi- 
crons) pour clarification , on soumet 3. une ultracentrifugation 
pendant 2 heures SL 300.000g. On recueixle les surnageants (les 
culots peuvent fitre utilis§s pour isoler les virus NANB recfter- 
chfis par I'activitS de DNA polymerase) . 

'On ajoute au surnageant une solution 1 33% de sulfate d' ammo- 
nium (SA) a raison de 0,5 vol. de solution de sulfate d' ammo- 
nium pour 1 volume de surnageant pour une concentration en S.A. 
de 33% afin de prficipiter notamment les gammaglobulines . On 
Slimine le prScipitS par centrifugation (on peut rechercher 
Sventuellement dans ce prScipitS la presence d'anticorps anti- 
NANB) . Au surnageant on ajoute du S.A.jusqu'a concentration de 
70% (en ajoutant du S.A.cristallisS 3 la solution i 33%). On 
centrifuge, Slimine le surnageant, et reprend le culot par le 
TSA. On Slimine le sulfate d f ammonium par dialyse contre le 
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TSA. On verifie par CEP et ID que le produit obtenu a un titre 
satisfaisant en Ag NANBe. 

On chroma tographie la fraction ainsi obtenue sur une colonne 
remplie par 200 ml d'heparine Ultragel IBF (heparine fixee sur 
gel d* agarose) equiliiree en tampon Tl (Tris 0,05M,NaCl 0,15 M, 
NaN 3 0,02% r CaCl 2 0,025M, pH 7,6) , en deposant 5ml de ladite 
fraction. On elue par le tampon Tl (100ml environ) a faible 
debit (0,2ml/minute) puis on lave (debit lml/minute) avec 200 
ml de Tl puis 100 ml de tampon T2 (Tris 0,05 M, NaCl 0,15 M, 
MaN 3 'o,02*%, EDTA 0,0 1M, DH7.6) , et elimine 1'Sluat. On elue 
ensuite I'Ag NANBe par un gradient de solution aqueuse de 
chlorure de sodium dans le tampon T2 obtenu eri ajoutant pro- 
gressivement (0,5ml/minute) une solution Tris 0,05M EDTA 0,01 M 
NaCl 2,5 M dans un flacon, muni d f un agitateur, contenant 300 
ml de tampon T2. On collecte des- fractions de 10 ml (50 frac- 
tions environ) , en fivaluant la concentration en Nacl au refrac- 
tometre d'ABBE. Les gradients allaient de 0,15 M a 1,2 M NaCl. 
Les fractions sont dialysles contre du tampon TSA, puis recon- 
centrSes par ultrafiltration (limite 10 000 daltons) a environ 
1ml. On recherche la presence d'Ag NANBe par ID et CEP, qui est 
observee principal ement dans les fractions correspondant t 0,3- 
0,7 M Nad. On reunit ces fractions et obtient ainsi une frac- 
tion purifiee d'Ag NANBe pouvant Stre utilisee par exemple pour 
realiser un reactif selon 1« invention destin§ a detecter la 
f presence d'Ac anti-NANBe. 

F.XEMPLE 5 

Obtention d'Aa N ANBe au dSpart. de .X'Aq NANBe 

On utilise comme produit de depart la. fraction positive en Ag 
NANBe obtenue a 1' exemple 2 a) apres ultracentrifugation en 
gradient de sucrose a 4 ml de cette fraction on ajoute 1,33 ml 
de 6-mercaptoethanol a 0,5% ef 1,33 ml de dodecyl sulfate de 
sodium (SDS) a 0,5%, soit une concentration finale de 0,1% en 
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ProcSdS de preparation d'antig&nes de 1' hSpatite virale 
NANB, et application a, la realisation d'un rSactif pennettant 
le diagnostic et le pronostic des infections provoouSes par 
les virus des hSpatites virales. 

La prSsente invention a pour objet un procSde de preparation 
d'antigSnes de l^Spatite virale NANB, et 1 1 application de ces 
antigSnes a la realisation d'un rSactif pennettant le diagnos- 
tic et le pronostic des infections, symptomatiques ou non, pro- 
voguSes par les virus des hepatites virales. 

Dans ce qui suit, on utilisera les abrSviations suivantes: 

- Ag signif ie : antig&ne 

- Ac signif ie : anticorps 

- HB signif ie : hepatite B 

- VHB signif ie : virus de l 1 hSpatite B 

- NANB sign±f ie : non-A non-B 

- IgM signif ie : imnmno-globulines M 

- IgG signifie : immuno-globulines G 
• ID signifie ; immunodif fusion 

- CEP signifie : contre-SlectrophorSse 

- DRI signifie : dosage radio-imnunologique 

" ELISA dSsigne un test imxminoenzymatique (Enzyme linked 
immunosorbent assay) 



- WH : hSpatite de la marmotte. 
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Trois systime Ag - Ac ont Ste" decouverts en relation avec le 
virus de 1 ' hepatite NANB. 



On sait que deux virus responsables de 1* hepatite virale humaine 
ont 6tS identifies, le virus A et le virus B. 

L' hepatite a virus A, volontiers epidfimique, d* incubation 
courte (environ 30 jours) est transmise par voie "fecale-orale" 
et pratiqaement jamais par transfusion. 

L'hSpatite due au virus B au contraire est observee volontiers 
mais non exclusivement chez les patients ayant subi des trans- 
fusions sanguines. 

D'autres hepatites qui sont Sgalement precisement mais non 
exclusivement associSes a la transfusion sanguine, ce qui 
illustre bien leur nature virale transmissible, ne sont dues ni 
au virus A ni au virus B (voir par exemple S.M FETNSTONE et al. 
The New England Journal of Medicine, 10 Avril 1975, pages 707- 
710). Dans tous les pays, y compris la Prance, ces hepatites 
sont frequentes et souvent asymptomatiques. 

Leur incubation est variable, de 2 a 20 semaines, avec une 
frequence maximale de 6 a 14 semaines. Leur aspect clinique ne 
permet pas de les distinguer des autres hepatites virales, 
toxlques ou m£dicamenteuses. Leur tendance a Svoluer vers la 
chronicitS est redoutable. Leur Spidemiologie est voisine de 
celle des hepatites B. On les designe par le terme "hepatite 
non-A non-B" (ou NANB) . 

II existe une infectiosite prolongee du sang traduisant un 
partage chronique du virus avec une virSmie persistante qui 
peut etre completement latente. 3% au mo ins des donneurs de 
sang benevoles et jusqu'a 30% des donneurs payes aux D.S.A 
paraissent ainsi infectSs a leur insu et sont susceptibles de 
transmettre 1' hepatite par la transfusion. 
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Malgrfi 1 • importance de ce problSme on ne disposait jusqu'a 
present d'aucune mfithode, en dehors de la transmission au 
chimpanzfi permettant de diagnostiquer qu'une hepatite Stait due 
a un virus non-A non-B ou qu'un donneur de sang pouvait Stre 
infectleux et transmettre la maladie au receveur de son sang ou 
des produits qui en sont derives. Les tests de dysfonctionne- 
ment hfipatique les plus sensibles tels que 1" elevation des 
transaminases SGPT ne sont susceptibles de reconnaltre que S0% 
de ces donneurs de sang infectieux. De plus le test des transami- 
nases n'est pas specifique car leur taux filevfi est observe dans 
d'autres circonstances pathologiques hfipatiques (lithiase 
bllaire alcoolisme etc..) n'ayant rien a voir avec 1' hepatite 
virale NANB. 

En 1978 SHIHACHI dficrivit pour la premier e fois la detection en 
ID d'un Ag sfirique prfisumfi associ§ aux hfipatites NANB. Le test 
en ID dficrit ne paraissait cependant pas strictement spficifique 
des hfipatites NANB puisqu'il se retrouvait positif dans 10% des 
hepatites B. Au cours du symposium international, tenu en Juin 
1980 a Vienne, consacrS aux hfipatites NANB plusieurs tests d'ID 
dScrits par divers auteurs y compris SHIRACHT se sont avfirfis 
non reproductibles et non spficifiques puisqu'ils ont conduit a 
considfirer comme positif un sfirum tfimoin (voir aussi SUH, 
lancet 1:178-180, 1981) le rfiactif de 1' invention permet 
d'Sviter ces inconvfinlents . 

Les tests ou dosages radlo-immunologlque dficrlts par d'autres 
auteurs se sont figalement avfirfis non spficifiques; voir NEURATH, 
Journal Gen. Virol., 48 285-295 (1980). On va dficrire ci-apr5s 
les travaux qui ont conduit a la mise au point du rfiactif de 
1* invention. 

En faisant rfiaglr des serums de polytransfusfis ou de convales- 
cents d' hepatite NANB avec des sfirums pr.filevfis a la phase 
prficoce de la maladie, 11 a fitfi possible de mettre en evidence, 
grace a l'immuno-dif fusion, des lignes de prficipitation entre 
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des serums de convalescents ou de polytransfuses, et les sfirums 
d f hepatite NANB & la phase aigQe. Ces llgnes de precipitation 
Identifiant des Ag nouveaux spScif igues des hepatites NANB ont 
servi de marqueurs pour 1 1 identification du virus en cause. 

Les rSsultats de ces travaux ont perxnls d f identifier ainsl un 
virus responsable d f hSpatites NANB pr§sentant une similitude 
morphologique avec le virus de 1 'hepatite B, y compris des 
reactions sSrologiques croisSes. 

Les mSmes travaux ont permis d v identifier 2 systSmes Ag/Ac 
associSs I ce virus d£sign€s antigSne NANB/e et NANB/c par 
analogie avec les antig&nes homologues de l f hSpatite B; voir C. 
TREPO et al r C.R. Acad. Sc. Paris, t.290, pages 343-346 (1980). 

L'Ag NANB/e rSagissalt en identitS en ID avec un Ag present 
dans le s6ram de reference de SBXRACHI et est done suppose 
analogue 3. cet Ag designe par cet auteur EC comme nous y 
reviendrons un Ag HAHB/s caracteristique de l'enveloppe du 
virus a et6 egalement mis en evidence. 

On salt que les hepatites viral es ou non sont accompagnSes 
d'une augmentation caracteristique du taox des transaminases 
TGO (transaminases glut ami que oxalace tique ) et TGP (transa- 
minases glutamique pyruvique) • 

Cette augmentation plus ou mo ins importante des transaminases ~ 
est le test admis par les spficialistes pour diagnostiquer les 
hepatites qu'elles soient virales ou non. 

On ne considSre connne hepatite virale NANB que les cas oil l'on 
peut €1 1 min er le rOle d f agents toxiques et medicamenteux ainsi 
que celui des virus HB et HA en constatant I 1 absence des 
antigSnes, et/ou d'anticorps signant la presence de ces virus f 
selon les mSthodes connues decrites par exemple dans les publi- 
cations suivantes: 
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- Organisation Mondiale de la Sant§ f ProgrSs en matiSre d* hepa- 
tite virale, SSr. Rapp. Techn., 1977, n°602, 1-68; A.J. Zuckermann, 
The Three types of human viral hepatitis. Bull O.M.S, 1977, 5J5, 
1-20; R. SOHIER, Diagnostic des maladies £ virus, Plammarion, 
Hedecine Sciences Edition, Paris, 1964, et mises 3L jour jusqu'i 
1979. 

En outre, on a vSrififi que le virus EPSTEIN-BARR et le virus 
cytomSgalicpie n*6taient pas en cause. Ces cri teres reprSsenteht 
la definition des hepatites NANB, qui se fait done, en l 1 absence 
de test diagnostic spScifique disponible actuellement par 
exclusion des autres causes. 

On peut done selon ces critSres sSlectionner le serum des 
sujets, symptomatiques ou non, soupgonnSs d'etre atteints 
d f hepatite NANB. 

En procedant i des essais d 1 imtouno-dif fusion en milieu appro- 
prie entre les serums ou entre ces serums et des homogSnSisats 
de foie, on a observe des reactions de precipitation de complexes 
antigSne-anticorps. Parfois, plus d f une ligne de precipitation 
etaient observees. La coraparaison avec un echantillon authen- 
tique de I'antigSne decrit par SHIRACHI a permis d^tablir que 
la ligne de precipitation la plus frequente en ID initialement 
designee Ag NANB (Vitvitski et al, 1979 Lancet 2:1263-1267) 
prSsentait une reaction d'identite avec un Ag present dans 
1' echantillon de SHIRACHI. L'Ac correspondant se trouvait 
present dans le reactif. D' autres molecules r€actives parasites 
semblaient cependant prSsentes dans cet echantillon Ag et Ac, 
comma e'est souvent le cas, ce qui explique la non specif icite 
des resultats de ces auteurs prSsentgs au symposium de Vienne. 

Par ailleurs l'Ag NANB decrit est apparu avoir une r6activit6 
crois6e avec le systSme HBe, et plus precisement avec Ag HBe/3 
et non avec les autres sp6cificites HBe/1 et 2 (Vitvitski et 
al, J. Virol. Methods, 1:149-156, 1980). 
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Cette demonstration faisait supposer que l'Ag NANB deer it etait 
1' equivalent pour le virus NANB de l'Ag HBe/3 les propriStSs 
physico chimiquesde l'Ag NANB (HANTZ et al, J. Med Virology 5: 
73*86 (1980) et sa localisation dans le noyau des hSpatocytes 



L'Ag NANB a done 6tS redSsignS NANBe, et on suppose que l'Ag 
dScrit par SHIEACHZ correspond & cet Ag NANBe r compte-tenu de 
la reaction observSe. 

En vue de l f identification d'autres systSmes Ag/Ac specif iques 
les couples de serums donnant une double ligne de precipitation 
ont fitfi sfilectionnfis. Une ligne de precipitation additionnelle, 
distincte de celle de l'Ag NANB/e, se trouvait reproductiblement 
situSe, par rapport SL celle-ci, du cStS du puits oil on avait 
depose le serum £ tester contenant 1'antigSne, la ligne de l'Ag 
NANB /e se trouvant, elle plus prSs du puits contenant le rSactif 
anticorps „ 

L 1 ul tracentrif ugation des serums ainsi sfilectionnSs a permis de 
retrouver dans les culots de centrifugation, I'activitS antigSni- 
que responsable de cette deuxiSme ligne de precipitation alors 
que I'activitS antig£nique NANB/e n'est pas -retrouvge dans les 
culots apr§s ultracentrifugation et reste dans le surnageant. 

Le nouvel antigSne a In si isoie a permis ensuite de seiectionner, . 
par reaction d' immune-diffusion par exemple, des serums contenant 
1' anticorps correspondant* 

On salt que depuis 1' examen systematique des serums de donneurs 
de sang, dans la plupart des pays r pour la presence d'antig&nes 
du virus de 1' hepatite B, plus de 80% des hepatites post- 
transfusionnelles observees, sont des hepatites NANB. 

General ement , le nouvel antigSne d6couvert, appeie ci-aprSs Ag 
NANBs, est detecte dans les serums de 10 1 20% environ des 



renforgaient cette observation. 
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patients souffrant d'hfipatite post-transfusionnelle, ainsi que 
chez des sujets asymptomatiques prSsentant une SISvation de 
transaminases, TGP surtout, supSrieure ou ggale 3. deux fois la 
valeur normal e. 

Les anticorps anti-NANBs (ou Ac an ti -NANBs) sont dStectfis en 
proportion import ante, chez les convalescents, gSnSralement 1 2. 
12 mois aprSs normalisation du taux des transaminases. lis sont 
Sgalement trSs frSquents chez les sujets polytransfusfis ou 
exposes de par leur activitfi 3 des contacts rSpStSs avec le 
virus. 

La suite des essais dScrits ci~dessus permet de dStecter et 
d'isoler l f Ag NANBs et 1* anticorps correspondant, mSae si on ne 
dispose pas d'un fichantillon de rSf§rence. Une s§rie de travaux 
a permis de dSmontrer que l'Ag NANBs est un Ag d'enveloppe du 
virus NANB. 

Des recherches supplfimentaires ont encore permis la dScouverte 
d'un autre antigdne, associS £ la nuclSocapside du virus NANB, 
designs Ag NANBc (antigSne de "core 11 ) , qui sera dScrit davan- 
tage ci-apr&s. 

L'intSrSt propre des 3 systSmes Ag-Ac dSfinis ci-dessus pour la 
prevention, le pronostic, le diagnostic et le traitenent des 
hSpatites NANB est variable, les 3 reactions se complStant. 

Ainsi, 11 existe pour, le virus NANB comme pour le VH3 3 systSmes 
Ag/Ac distincts associSs au virus: 

1) un Ag de surf ace ou Ag NANBs forme done 1 1 enveloppe 
du virus complet et se trouve synthfitisS figalement en excSs 
sous forme de petites partlcules tr&s variables en taille dans 
le serum. Lors de l f infection, cet Ag est produit par le cyto- 
plasme des hSpatocytes inf ectSs et egalement exprimS sur la 
membrane de la cellule. 
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Les Ac anti-NANBs sont les Ac qui agglutinent ces particules 
virales synthStisees en exc&s ainsi que le virus complet. Ce 
sont done les Ac protecteurs. Leur presence chez un individu le 
protege contre 1» infection cossne cela a Ste montre par 1' adminis- 
tration des gammaglobulines de convalescents. 

Les Ag NANBs peuvent servir de marqueur de 1' infection et 
permettre de faire le diagnostic d'une virSmie NANB. Neanmoins 
la presence frSquente d'Ag en quantitfi faible, ou 1 • association 
de cet Ag et d'Ac sous forme d'lmmuns complexes explique que, 
bien souvent, il soit difficile de mettre en Evidence par des 
techniques peu sensibles l'Ag NANBs. La realisation d'un test 
radioimmunologique ou immunoenzymatique ou d'un test d' hemagglu- 
tination permet grace au gain de sensibilite de dStecter plus 
facilement les porteurs de virus par mise en evidence de 
faibles quantitSs d'Ag NANBs. 

2) Le systems antlqenione murae correspond a la nuclSocapside 
du virus NANB complet qui, dans le serum, est enveloppS. L'Ag 
NANBc n'est done pas libre dans le sSrum. On ne le rSvele 
qu'apres purification des virions et eclatement de 1» enveloppe 
par des detergents doux (par exemple Tween 80 ou Triton X100) . 
L'Ag NANBc est synthStisS dans le noyau des hepatocytes infec- 
tSs ou il est facilement mis en evidence par immunofluorescence 
et egalement en micro scopie Slectronigue, ou on peut dStecter 
des particules caractSristiques qui* ont 1» aspect ultrastructu- 
ral des nuclSocapsides en voie de formation dans les noyaux. 
L' absence d'Ag NANBc libre dans le serum (puisque les nuclSo- 
capsides sont enveloppees) ainsi que la multiplication des 
capsides NANBc dans le noyau des cellules infectSes et leur 
liberation lors de la destruction de celles-ci, rSalisant une 
stimulation permanent^, aboutit a la presence dans le serum 
d'anti corps anti-NANBc des le dSbut de 1» infections ces anti- 
corps anti-NANBc qui sont dStectables par immunofluorescence 
indirecte mais aussi par d'autres tests, (contreSlectrophorese 
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ou dosage radio iramunologique ou ELISAJ tSmoignent d'une infec- 
tion en cours devolution. Si les anticorps anti-NANBc contiennent 
~] des anticorps de la classe IgM, il s'agit d f une infection en 

cours ou qui date de mo ins de 8 semaines done qui est tou jours 
actuelle. S'il n'y a que des anticorps anti-NANBc de la classe 
IgG, ceci traduit une infection pass£e, avec arrSt de la multi- 
plication du virus depuis un temps variable. 

| L'intSrfit essentiel du systSme Ag/Ac NANBc est done le diagnos- 

tic des infections & virus NANB soit aigiles soit chroniques et 
la possibility de distinguer les infections actuelles des 
infections passSes (selon la presence ou l'absence d'IgM). 

11 faut insister sur I'intSrS't de ce systime pour faire un 
i rSactif 2 visSe diagnostique. En effet dans les infections k 

virus NANB les Ag NANBe et NANBs qui servent Sgalement au 
diagnostic peuvent Stre masquSs sous forme d'immuns complexes £ 
certains moments de Involution. Dams ces conditions, seul 
1' anticorps anti-NANBc permettra de prSciser qu'un sujet est 
infects et/ou infectieux. Ce syst&ne sera trds important pour 
le diagnostic des p er t ears de virus en particulier chez les 
j donneurs de sang afin de reconnaltre les donneurs infectieux et 

exclure leur sang de la transfusion. 

On a Sgalement dSmontrS qu'il existe des rfiactivitSs croisSes 
entre les Ag NANBc des diverses souches de virus NAN3 obtenus 2 
partir de foies infectSs par ces diffSrentes souches. II est 
I done intSressant d'utiliser pour le rfiactif de l f invention 

plusieurs antigSnes NANBc de ces dif f firentes souches afin 
d* avoir le test le plus polyvalent possible en particulier pour 
• la detection des donneurs de sang danger eux, ces divers anti- 

gSnes NANBc Stant de preference fixes sur (ou utilises avec) 
%• une mSme unit§ de rfiactif . De m§me on peut utiliser pour un 

mfime rfiactif a la fois un Ag NANBc et un Ag HBc. 

11 a Sgalement StS dScouvert qu f il y avait une faible rSactivitS 
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croisfie entre les Ag NANBe et HBc. Dans certains cas, un sfirum 
faiblement positif en dosage radio-immunologique . pour I'Ac 
anti-HBc rfivSle en fait una infection S virus NANB et vice 
versa* 

3) Le troisiSme systSme d'Ag et d f Ac lifi au virus NANB est le 
systSme Ag/Ac NANBe. 

Ce systSme est celui qui a fits dficouvert initial ement et appelfi 
d'abord Ag NANB avant d'Stre redfisignfi Ag NANBe. 

II serait susceptible de correspondre au systSme dficrit par 
SHI3ACHI. Ce systSme antigfinique a mi intfirSt diagnostique 
important car la detection de l'Ag NANBe ou de l f Ac correspon- 
dant permet d' identifier des porteurs de virus ou de reconnaltre 
que le virus NANB est responsable d'une hfipatite algQe ou ' 
chronique. 

Les recherches du dfiposant ont montrfi que tant les sujets 
porteurs de l'Ag NANBe que ceux porteurs de I'Ac anti-NANBe 
semblent activement infect Ss par le virus comme en tfimoignent 
les tests d f immunofluorescence et la microscopie filectronique 
effectufis sur des biopsies hfipatiques. 

Un des intfirSts de l f Ag NANBe est qu'il apparait Stre un Ag de 
groupe common 3 plusieurs virus de la mSme famille. L'Ag NANBe 
paralt Stre l'Ag pour lequel il existe la rSactivitS croisfie la 
plus importante entre les divers virus de cette famille. Aussi, 
entre l'Ag e3 du VHB, l'Ag NANBe et aussi I'Age du virus de 
1' hfipatite de la marmotte r la rfiactivitfi croisfie est conside- 
rable. Cet Ag/e se retrouve figalement che2 d'autres espfices 
comme 1'ficureuil sou terrain. 

L'intfirSt essentiel de cet Ag-e est don<? qu'il apparait Stre 
commun S toute une sfirie de virus hfipatitiques de 1 1 homme et 
des animaux, formant une nouvelle famille de virus que certains 
suggSrent de dfisigner HEPA-DNA virus cela explique figalement 
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que des Infections par des souches de virus NANB distinctes du 
point de vue de leur immunitS, en particulier chez le chimp an 26 
donnent une reaction positive pour I'Ag NANBe. Ceci confSre 
done k cet antig&ne une valeur diagnostique importante et 
complSmentaire de celle des an ti -NANBe . 

Une autre caractSristique importante de I'Ag NANBe est d'etre 
synthfitisS dans les infections NANB, en grand excis, souvent 1 
un titre supSrieur £ I'Ag NANBs, ce qui permet un gain de 
sensibility 

Comroe indiquS pr§cSdemment, il existe une rSactivitS croisSe 
d' intensitS croissante lorsqu'on passe des Ag les plus super- 
ficiels ou de surface des virus de l'h§patite aux Ag de nucl§o- 
capside core ou "e". 

Ainsi les Ag NANBs et HBs n'ont que tr§s peu de rSactivitS 
croisSe exclusivement d&nontrable par des tests tr&s sensibles, 
alors que les Ag NANBe et NANBe ont une rfiactivitS croisee plus 
importante avec les Ag HBc et HBe/3 respectivement. 

Compte-tenu du mode de realisation pratique des tests counter- 
ciaux des Ag du VHB actuellement sur le marchS la rSactivitS 
crois§e n'est pas utilisable pour le diagnostic des hSpatites 
NANB. 

Les 3 systemes Ag/Ac dScrits ci-dessus peuvent servir de base a 
la realisation de tests diagno s tique s pour les sujets infectSs par 
le virus NANB, qu'ils soient symptomatiques ou non. Plusieurs 
types de rSactifs ont St§ r§alisSs. Leurs intSr§ts sont distincts 
et souvent compl&nentaires. 

II convient de noter que dans le cas des infections NANB, les 
Ac naturels obtenus dans le sSrum des xnalades sont insuf f isam- 
ment spficifiques et ne peuvent pas Stre utilises tels quels 
pour construire des tests. Les Ac dont on a besoin pour les 
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rSactifs de 1' invention et leur utilisation ne peuvent atre 



obtenus^qu'aprSs purification des Ag pair example selon les 



La pr§sente invention a notamment pour objet un proc6dS .de 
preparation d'antigSnes purifies de l f hepatite virale NANB, 
caract§ris£e par le fait que I 1 on seiectionne des serums ou des 
extraits de foie dans lesquels on a reconnu la prSsence de 
- virus NANB f que l'on procSde a une ultracentrifugation pour 
concentrer lesdits virus dans le culot de centrif ugation , que 
l'on recueille ledit culot et le traite par un detergent non 
ionlque, que l'on laisse incuber pendant 1 a 24 heures environ 
a temperature comprise entre 0 et 37°C, que l'on procSde a un 
fractionnement pour isoler les fractions contenant de I'Ag 
H»NBc purifiS, puis que, si dSsire, on soumet lesdites fractions 
a 1' action d'un detergent ionique, laisse incuber pendant 1 
heure a 24 heures environ a temperature de 0 a 37 °C, et isole 
I'Ag HANBe. 

Pour dStecter la prSsence de virus NANB r on utilise par example 
les mSthodes mentionnSes dans 1" article de C.R Ac. Sc. Paris r 
t-289 (17 dScembre 1979) pages 1263-1266, et notamment le 
repfirage d f une activitS ADN polymerase. 

Parmi les detergents non ioniques on citera, notamment les aryl 
polyethers de glycol alkylSs tels que le Triton X100, les 
polyoxyetbyl&ne sorbitan monooieates tels que le Tween 80 , ou 
encore le HP 40. 

Parmi les detergents ioniques on citera notamment les detergents 
anioniques tels que le SDS (dodecyl sulfate de sodium) . 

Pour purifier I'Ag NANBe, selon un procSdS 6galement objet de 
1" invention; on peut aussi operer comme suit: on seiectionne 
des serums positifs pour I'Ag NANBe, on eiimine les particules 
virales eventuellement presentes, par exemple par ultracentri- 



.1 



procedes qui seront dScrits ci-aprSs. 
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fugation, on Slimine les gammaglobulines selon les methodes 
connues, par exemple par precipitation au sulfate d f ammonium, 
on concentre les fractions contenant I'Ag NANBe, notamment par 
precipitation, par exemple a l'aide de sulfate d" ammonium ou de 
polySthyieneglycol, puis on chromatographic les fractions 
concentrSes contenant I'Ag NANBe sur un support sur lequel est 
flxfie de I'hSparine, on Slue avec une solution aqueuse de 
chlorure de sodium de concentration croissante, recueille les 
Sluats contenant I'Ag NANBe, et Slimine les sels selon les 
mSthodes usuelles. 11 convient de noter que ce procfidS est 
figalement utilisable pour purifier I'Ag NANBs, en sSlectionnant 
comme produits de depart des serums positifs pour I'Ag NANBs. 
On peut chromatographier par exemple stir gel d' agarose sur 
lequel est fixSe de 1'hSparine (hSparinogel) et recueillir les 
Sluats correspondant 3. une concentration en CINa de 0,3 I 0,7M. 
On Slimine les sels (principalement CINa) par exemple par 
dialyse. 

L 1 invention a Sgalement pour objet I'obtention d'antigSnes 
purifies NANB, mettant £ prof it . 1 • antigSnicitfi croisSe notable 
entre les virus NANB et HB. ce procfidS est caractfirisfi par le 
fait que 1'on hyper immunise des animaux avec tine fraction 
purifiSe en un antig&ne de 1 'hepatite B, que l f on utilise les 
gamznaglobulines produltes par les animaux hyper immunises pour 
obtenir les lignes de precipitation avec des serums contenant 
un antigSne NANB correspondant et exempts d'antigSnes HB, et 
que 1'on utilise les gammaglobulines ayant donnS des lignes de 
precipitation pour rSaliser des supports de Chromatographic 
d'af finite qui permettront de fixer et purifier les antigSnes 
NANB. 

Dans le cas oil on a hyperimmunisS les animaux avec Ag HBc ou Ag 
HBe3, les anticorps obtenus sont directement utilisables en 
chromatographie d'af finite pour fixer les antigSnes NANB. 

Dans le cas oil 1'on cherche a obtenir des anticorps donnant une 
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ligne de precipitation avec I'Ag NANBs, il est particuliSrement 
utile d r hyper iramunlser les animaux avec de I'Ag HBs possSdant 
le determinant a, par exemple l'Ag HBs de sous- type ad et/ou 
ay. On peut notamment hyper immunlser les animaux 3 l'aide de Ag 
HBs ad r puis de Ag HBs ay, (ou vice-versa) afin d f augment er la 
prop ortion d f anticorps contre le determinant a. On utilise les 
gammaglobulins des animaux ainsl hyper immunises pour obtenir 
des lignes de precipitation avec des Ag NANBs. On peut alors 
recueilllr les lignes de precipitation obtenues et les adminis- 
trer directement, aprSs melange avec un adjuvant, a des animaux 
du mSme genre, qui peuvent Stre soit des animaux neufs, soit 
les animaux ayant prodult les anticorps donnant une ligne de 
precipitation avec les Ag NANBs. 

De mSme on peut proceder S. une nouvelle hyper immun isa tion avec 
les lignes de precipitation obtenues de f agon analogue avec 
l'Ag NANBe ou NANBc. 

La presente invention a egalement pour objet un rfiactif per- 
mettant le diagnostic de 1" hepatite virale NANB ou permettant 
de r6veier le stade d 1 evolution de la ma ladle, y compris la 
guerison, caract6ris6 par le fait qu'il comprend un support (ou 
substrat) solide sur lequel est fixe au mo ins un antigSne 
NANBc, NANBe ou NANBs et/ou au molns un anticorps antl-NANBc, 
anti-NANBe ou anti-NANBs. 

L'antigSne ou l f anticorps peut Stre fixe sur le support solide 
par tout moyen connu pour la fixation des antigSnes et des. 
anticorps, par exemple par adsorption, par liaison covalente ou 
non, par exemple par couplage chimique avec un agent de couplage 
blf onctionnel , par af finite immunochimigue, etc . . . 

Le support peut Stre realise avec tout materiau solide biologi- 
que (globules rouges) ou synthetique dou6 de proprietes adsor- 
bantes ou capable de fixer un agent de couplage* Ces matSriaux 
sont connus et dScrits dans la litterature. Parmi les matfiriaux 
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solides capables de fixer les Ag ou Ac par adsorption on citera 
par exemple le polystyrSne, le polypropylSne, les latex, etc... 
Paxmi les matSriaux utilisables pour fixer les Ag ou les Ac par 
covalence i l'aide d'un agent de couplage, on cite notamment le 
dextran, la cellulose, leurs dSrivfis aminSs tels que diSthylamino 
cellulose ou diSthylamino-dextran. 

Le support se prSsente par exemple sous forme de disque f de 
tube, de baguette ou de bille. 

Les agents de couplage permettant de fixer par covalence les Ag 
ou les Ac sur le support solide sont connus; ce sont par exemple 
des dSrivSs carboxyliques, des dSrivSs biofonctionnels tels que 
les dialdShydes (glutaraldShyde) , des diisocyanates (toluSne- 
diisocyanate) , des quinones (benzoquinone) , etc... Les Ac ou 
les Ag peuvent Sgalement Stre fixSs sur des supports solides 
selon les m§thodes d€crites par exemple dans les brevets 
frangais n°7623176, 7728161 et 7728163. 

Selon un mode de realisation prSfSrS, on utilise comme support 
des billes ou des tubes de polystyrSne. De telles billes ayant 
pax exemple 1 3. 5mm de diamStre, peuvent Stre obtenues dans le 
commerce, corame cela est indiquS dans la. partie exp§rimentale 
ci-aprSs. 

Selon un premier mode de realisation, le rSactif de l« invention 
contient de 1* anticorps spScifique fixS sur le support solide. 

L ' anticorps est un anticorps spScifique de l f Ag & dStecter 
(anti-NANB/c, /e ou /s) . 

Ce rSactif peraet notamment de dStecter la prSsence de l f anti- 
gSne correspondant, selon la methode dite "sandwich", par mise 
en contact avec un sSrum 3 tester. AprSs. lavage pour Sliminer 
les molecules non fixSes puis mise en contact ultSrieure avec 
une preparation du mSme anticorps couplS 3 un agent traceur 
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(encore appelS anticorps conjuguS) , on lave pour Sliminer 
l'exces d' anticorps conjuguS non fixS puis on examine si 1' anti- 
corps couplS au traceur s'est fixS ou non sur le support. C'est 
1' 6 tape dite de rSvSlation. II est ainsi possible de determiner 
si le serum test§ contenait l'antigene a dStecter. En effet, si 
1' anticorps couplS a 1* agent traceur se trouve fixS sur ie 
support c'est que sur le support s'est formS le complexe anti- 
corps-antigene-anticorps conjuguS, et que l'antigene recherchS 
Stait done present. Dans le cas contraire, on peut conclure a 
1' absence de l'antigene recherchS dans le sSrum tests. 

Ce rSactif pennet Sgalement la detection des Ag correspondants ' 
selon une mSthode dite de "compStition" . Pour cela, on met en 
contact le rSactif avec le serum a tester. Apres lavage pour 
Sliminer les molecules non fixSes, on met en contact le rSactif 
avec une preparation d'Ag couplS a un traceur, l'Ag Stant celui 
contre lequel est dirigS l'Ac fixS au support. On lave a 
nouveau puis on examine le rSactif pour rechercher la presence 
ou 1» absence de l'antigene conjuguS. Si l'Ag conjuguS s'est 
fixS sur le rSactif, c'est que les sites anticorps Staient 
libres et que le serum a tester ne contenait done pas d'Ag 
contre l'Ac fixS au support. Si l'Ag conjuguS ne se fixe pas ou 
ne se fixe qu'en faible proportion, par exemple si la quantitS 
fixSe est infSrieure de plus de 50% a la quantitS fixSe dans le 
cas d'un sSrum tSmoin ne contenant pas l'Ag recherchS, c'est 
que le serum StudiS contenait le meme Ag que celui couplS au 
traceur, et que le complexe Ac— Ag f ormS a masque les sites 
anticorps et a empSchS la fixation de l'Ag conjuguS sur l'Ac 
f ixS au support. 

Selon un deuxieme mode de rSalisation, le rSactif de 1' inven- 
tion contient de l'antigene fixS sur le support solide. L' anti- 
gene fixS au support est l'Ag NANB/c, /e, ou /s. 

Ce rSactif permet de dStecter la prSsence des anticorps corres- 
pondent a l'antigene fixS selon le principe de la mSthode 
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"sandwich" dSjS dficrite ci-dessus, en remplagant bien entendu 
I 9 anticorps conjugue par un Ag coup IS a un traceur, cet Ag 
etant celui contre leguel est dirigS l'Ac recherchS. Selon que 
l*Ag conjuguS s'est fixS ou non, on conclura 3 la prSsence ou Z 
1 9 absence de I 9 Ac recherchS. 

De mSme, le rSactif de ce deuxi&ne mode de realisation pout 
servir 3. dStecter la presence des anticorps anti-NANBs, anti- 
NANBc ou anti-NANBe selon la mSthode de competition dSja dScrite, 
le conjuguS Stant cette fois 1 1 anticorps correspondant couplS 1 
un traceur. Selon que l'Ac conjuguS se fixe ou ne se fixe qu'en 
faible proportion, on conclura a 1 1 absence ou i la presence de 
l'Ac recherchS. 

II convient d'insister sur le fait que les anticorps utilises 
pour la realisation ou 1' application des. rSactif s de 1 9 inven- 
tion doivent Stre des preparations d* anticorps spScifiques 
obtenus soit par hyper immunisation selon les mSthodes connues & 
1 9 aide d'antigSnes hautement purifiSs soit par chromatographie 
d 9 affinitS, soit par production d v Ac monoclonaux. On a en effet 
constats que, contrairement & ce qui Stait observS pour 1 9 HVB, 
les anticorps naturels prSlevSs chez l'homme ne permettaient 
pas d'obtenir un rSactif suffisamment sensible. 

Bien entendu, les divers Ag utilises pour la realisation de 
1 9 application des rSactifs de l 1 invention sont nScessairement 
des Ag hautement purifiSs. 

Selon un mode de realisation particulier, l 9 Ag NANB du rSactif 
destinS & la recherche de 1* anticorps correspondant peut Stre 
fixS sur le support par 1 1 intermSdiair e des anticorps du sSrum 
£ tester, selon une mSthode "sandwich inverse**. Dans ce cas on 
utilise I titre de produit interned! aire le rSactif constituS 
par de 1 9 anticorps anti- (gammaglobulines M ou 6 humaines) fixS 
sur le support. Ce rSactif intermSdiaire, mis en contact avec 
le sSrum 3 tester, fixe les gammaglobulines M ou G du sSrum. 
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Pour utiliser le r€actif ainsi obtenu, on met en contact le 
support/ revStu de gaimn a hlogullne s M ou 6 du serum a tester par 
1 ■ intermediaire des anti-gamraaglobuiines M ou G humaines, avec 
une preparation purififie d'antigfine de 1* hepatite NANB, par 
exemple une preparation purififie d'Ag NANBc. On met ensuite en 
contact le support avec une preparation d' anticorps correspon- 
dant audit antigSne purifiS, ledit anticorps fitant couple a un 
traceur. On observe ensuite par r§vSlation selon les mSthodes 
usuelles si l f anticorps couple au traceur s'est fixS sur le 
support. S'il est fixe, c'est que le serum fitudiS contenait des 
anticorps contre ledit antigSne purifie, et s'il n'est pas 
±1x6, le serum StudiS ne contenait pas ledit anticorps. II est 
en particulier intfiressant d 'utiliser le support intermediaire 
dScrit ci-dessus contenant des anticorps contre les dif f Srentes 
classes M ou G d ' immunoglobulines anti-IgM humaines ou anti-IgG 
humaines, ce qui pennet de distinguer les diffSrents stades 
d' evolution de la maladie, comme cela a ete indique ci-dessus. 
On peut Sgalement rechercher les anticorps NANB du serum 3 
tester par addition d'Ag correspondent couple a un traceur. Si 
l'Ag conjugue se fixe, c'est que I 1 anticorps correspondant 
etait present dans le s6rum. 

De preference, 1" incubation du rfiactif avec le serum a tester 
et avec les preparations d'Ag ou d' anticorps couple au traceur 
est eff ectuee de preference a pH alcalin (par exemple a pH de 7 
a 9), en laissant incuber pendant 1 a 48 heures, a temperature 
.comprise entre 5- et 50°C environ. 

Gfineralement la quantite d'antigSne ou d' anticorps fix6e sur 
une unite de r6actif (par exemple une bille de polystyrene) est 
la suivante: 

anticorps : de 1 a 20vg, par exemple lOyg environ; 
antigftne 2 de 0,1 a 10ug, par exemple lyg environ. 
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Le traceur est un traceur radioactif ou enzymatique. 

Le traceur peut Stre un traceur radioactif obtenu par exemple 
par Schange isotopigue avec un isotope, radioactif tel que I 
125, . 

Le couplage des anticorps ou des antigSnes avec un agent 
traceur radioactif est connu en sol et peut Stre rSalisS par 
exemple selon la mSthode dScrlte par GREENWOOD. 

La radioactivity Sventuellement prSsente sur le rSactif de 
1' invention apr§s realisation du test est SvaluSe selon les 
mSthodes usuelles a l'aide d'un compteur appropriS {compteur 
gamma, ou 3 scintillation) . 

Le couplage des anticorps ou Ag avec un traceur enzymatique est 
connu en soi et' peut Stre rSallsfi par exemple selon une mSthode 
analogue 3. celle dScrite par NAKANE, Journal Histochemistry 
Cytochemistry, 22: 1984-1991 (1974) qui consiste '2L fixer 
!• enzyme sur des molScules d'IgG supports de la fonction Ac. 
L* enzyme est par exemple une peroxydase ou une phosphatase 
ale aline, L f actlvit§ enzymatique Sventuellement prSsente sur le 
rSactif aprSs realisation d'un test peut Stre dSterminSe selon 
les mSthodes connues avec un substrat appropriS permettant par 
exemple une rSvSlation par color imStrie, par fluorescence, par 
luminescence, par potentiomStrie , etc... 

I. • RSactif s utilisant le systSme Ag NANBs . 

1°. IntSrSts: 

Cet Ag est spScif ique de l'enveloppe du virus NANB. Le virus 
NANB plus frSquent est dSsignS par NANB1, et la description qui 
suit conceme plus particuliSrement ce virus, pour simplifier. 
II est bien entendu que l'antigdne de surface de tout virus 
apparent § donnant une reaction d'immunitS croisSe avec le virus 
NANB1 est Sgalement utilisable. 
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Cet Ag de surface apparalt dans le sSrum des sujets infectSs 
par le virus NANB 2 3 4 semalnes aprSs une transfusion ou une. 
piqQre accidentelle. II prScSde 1'SlSvation des transaminases 
quand elle se produit de 1 a 8 semaines parfois plus. II persiste 
pe n dant toute la durSe de leur SISvation et souvent aprSs 
qu f elles soient revenues a la normale. Sa prSsence est un signe 
de virSmie NANB et done d'inf ectivitS. 

Sa mise en.Svidence traduit done la prSsence du virus NANB 
le foie et le sSrum, et 1 ■ inf ectivitS du sang de la personne 
porteuse qui est done capable soit de transmettre une hSpatite 
en dormant son sang, soit de la connnuniquer lors de ses contacts 
intimes. 

Dans les hSpatites chroniques f l'Ag NANBs est prSsent de fagon 
persistante. 

Cet Ag pent Stre masquS dans certaines conditions sous forme de 
complexes antigSne-anticorps r et I'on peut dStecter les anticorps 
anti-NANBs chez certains sujets malades. Leur apparition est 
signe d'amSlioration clinique, mais peut Stre pas de fa$on 
immSdiate signe de guSrison. 

Certains sujets peuvent Stre porteurs de complexes Ag/Ac 
NANBs/anti-NANBs en exc&s d'Ac, qui seuls sont alors dStectSs. 
Ces sujets sont tou jours infectieux. 

L f administration d'Ag NANBs a des animaux y compris l'homme, 
provoque chez ceux-ci le dSveloppement d'une r Spouse anticorps* 
One telle administration permet soit d'obtenir des anticorps 
correspondants, soit de rSaliser une vaccination contre l f hSpa- 
tite NANB. 

2°. RSalisation d'un dosage radioimmunologique en phase solide 
de type sandwich pour la dStection de I'Ag NANBs. 
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a) purification de l'Ag NANBs: 

On rappelle que l'Ag NANBs presente les caracteristiques 
suivantes: 

- DensitS : entre 1,20 et l,30g/ml en solution de chlorure de 
cesium, et entre 1,15 et l,25g/ml en solution de saccharose; 

- migration Slectrophorfitique dans la zone des a-B-globulines; 

- il est associS en particulier a des particules d' allure 
virales dont les plus caracteristiques ont des tailles variant 
de 10 a 45nm de diamStre, le virion complet apparaissant connne 
une sphere a double enveloppe de 35 a 45nm; 

- lorsqu'il est administrS a un animal ayant un systSme immu- 
nitaire, il provogua la formation d' anticorps avec lesquels il 
donne une reaction de prlcipitation, ledit anticorps gtant en 
outre capable d'agreger et/ou de precipiter lesdites particules 
virales completes a double enveloppe contenant une nucl§ocap- 
side, ayant des dimensions da 35-45nm environ, ledit anticorps 
Stant figalement capable de provoquer, lorsqu'il est couplg avec 
un agent de fluorescence, une fluorescence cytoplasmique et/ou 
membranaire dans des coupes de tissu de foie provenant de 
sujets atteints d' hepatite NANB; ledit anticorps n'fitant 
capable ni d'agrfiger ou de precipiter les particules completes 
du virus de 1 'hepatite B, ni de provoquer une fluorescence 
cytoplasmique et/ou membranaire dans des tissus de foie de 
sujets atteints d' hepatite B. 

L'utllisation d'un fichantiUon d'anticorps an tl -NANBs permet de 
sSlectionner facilement les sSruras contenant l'Ag NANBs, ceux- 
ci pouvant servir a leur tour a 1' identification des serums 
contenant l'Ac anti-NANBs. 

Pour purifier l'Ag NANBs, on seiectionne des serums ou des 
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plasmas dans lesquels on a repSrS, selon les mithodes classiques 
telles que les reactions d'iinmunodif fusion, de contre-eiectro- 
phorSse, d 1 inhibition de ^immunofluorescence, ou de radio- 
immunologic, la presence d f antigSne NANBs, et on purifie ledit 
antigSne selon les mSthodes classiques de purification des 
protfiines. 

Cette purification peut atre ef fectu6e en utilisant par exemple 
au m oi ns une des mSthodes suivantes : 

- chromatographic d'af finite, 

- ul tracentrif uga tion , par exemple en gradient de saccharose ou 
de cesium; . 

- chromatographie sur gel/ en parti culier sur hSparinogel 

- precipitation fractionnfie & l f aide d'un agent precipitant tel 
que les polyols, par exemple le polySthylSneglycol , ou tel 

que le sulfate d' ammonium, 

- ultrafiltration S l'aide d'une membrane dont la dimension des 
pores est telle qu 1 elle retient les mol§cules ayant un poids 
molSculaire supSrieur £ 30.000. 

Ii 1 antigSne NANBs Stant parfois present sous forme d 1 ixnmunocom- 
plexes, il est alors avantageux de" dissocier lesdits complexes 
soit avant l f operation de purification soit en purifiant dans 
des conditions assurant cette dissociation (par exemple & pH 
suf f isamment acide ou suf f isamment alcalin) . 

Pour purifier 1 * antigSne par chromatographie d*af finite, on 
peut par example procSder & une chromatographie sur un support, 
de pr§f§rence poreux, dont la surface est tapissfie d'un revSte- 
ment de molecules anticorps anti-NANBs reliSes au support par 
!• intermediate d'un agent de couplage. Le support est par 
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exemple constitufi par du SSpharose. L 1 agent de couplage est par 
exeraple un halogSnure de cyanogSne. On dispose 1 ' immunoabsorbant 
dans une colonne, on applique 3, cette colonne une solution de 
I'antigSne 4 purifier, on lave avec un tampon. On glue en suite 
1'antigSne, un agent dissociant la liaison antigfine-anticorps . 
par exemple avec une solution tampon a pH acide ou au contraire 
alcalin, car ces pH extrSmes entratnent une dissociation de la 
liaison entre Ag et Ac. On collecte des fractions dans lesquelles 
on repSre la prSsence de protSines par mesfure de la densitS 
optigue & 280nm, et la presence de 1'antigSne NANBs est dStec- 
tSe dans les fractions, par les reactions sSrologigues avec 
I'Ac an ti -NANBs : CEP (contre-SlectrophorSse) , et/ou inhibition 
de 1 * immunofluorescence et de la radioimmunoprScipitation. 

Pour mettre en oeuvre une purification par ultracentrifugation, 
on pr Spare un gradient d'une solution d'un agent tel que le 
sucrose ou le chlorure de cSsium, on dSpose la solution 3, 
purifier sur ledlt gradient et I'on procSde 3. une ultracentri- 
fugation. On recueille les fractions dans celles correspondant 
3. une densitS de 1,20 Z 1,30 en CsCl et 1,15-1,25 en sucrose on 
retrouve en sSrologie l f Ag NANBs. 

Pour rSaliser une purification par chromatographic sur gel, on 
dispose dans tine colonne un gel de matSriau hydrophile poreux, 
on applique sur la colonne une fraction contenant I'antigSne 3 
purifier et l*on Slue 1'antigSne. On opSre de prSfSrence en 
milieu alcalin, qui a un effet dissociant et qui permet done de 
rScupSrer I'Ag NANBs present sous forme d'immunocomplexesl 

On collecte des fractions dans lesquelles on repSre la prSsence 
de protSines par mesure de la densltS optique 3 280nm. L 1 anti- 
gSne NANBs est dStectS dans ces fractions, par les reactions 
sSrologiques indiquSes prScSdemment. 

De prSfSrence, pour mettre en oeuvre toutes les mSthodes de 
purification, on utilise comme produit de dSpart tin sSrum ou un 
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plasma dSfibrinS et concentrS, par exemple de 2 3 10 fois. La 
concentration pent Stre rSalisSe par exemple par precipitation 
des prot Sines, notamment au poly SthylSnegly col ou au sulfate 
d' a mmo nium et redissolution dans tine solution aqueuse tam- 
ponnSe. On determine de fagon simple la quantitS d 1 agent 
prScipitant nScessaire, par exemple sulfate d f ammonium a 60%. 

Toutes les mSthodes rappelSes ci-dessus pour la purification de 
I'Ag HANBs peuvent Stre utilisSes figalement pour la purifica- 
tion des Ag NANBc et NAKBe, avec les adaptations nScessaires. 

b) prSparation d! anticorps anti-HAHBs. 

L'Ag purifiS obtenu au paragraphe prScSdent sert a imrauniser 
des animaux qui permettent d 1 obtenir des anti corps anti-NANBs 
spScif iques . 

Pour cela on a dmini stre a un animal une prSparation d'antigSne 
HANBs purif iSe telle que dScrite ci-dessus en combinaison avec 
de 1" adjuvant de PSEDND complet ou avec tout autre adjuvant. On 
effectue au moins une administration et de prSfSrence plusieurs. 
Le sang de l f animal est prSlevS au moment du taux optimum des 
Ac voulus, au bout de 1 a 4 mois par exemple, et on prSlSve le 
sang dont on recuellle le sSrum. On s 1 assure que ce sSrum ne 
contient pas d 1 anticorps anti-protSines humaines normales. En 
immunodiffusion le sSrum obtenu donnera une ligne de prScipi-. 
tation avec un sfirum d'origine humaine contenant de 1'antigSne 
HANBs. 

L'Ac anti-NANBs peut Stre purifiS et isolS, selon les mSthodes 
connues de purification et d'isolement des gammaglobulines 
telles que les fractionnements a 1 1 Sthanol au sulfate d 1 ammo- 
nium ou au Rivanol. 



Les anticorps NANBs contenus dans les gammaglobulines spScifi- 
ques prSpar£es r et dont la prSsence peut Stre confirmSe par les 
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differents tests d'immuno-fluorescence, de CEP ou de DRI f sont 
capables d'agrfiger les particules vtrales NANB, y compris les 
virions complets associSes £ une activite ADN polymerase comme 
on peut le d&nontrer en falsant prScipiter les virions complets 
marques par des nucleotides radioactifs. 

c) preparation du traceur. 

A partir des anticorps anti-NANBs , ceux-ci sont couples 
soit avec tin traceur radioactif , par exemple & I'iode 125 pour 
obtenir un dosage radioixnraunologique, soit avec un traceur 
enzymatique , par exemple avec la peroxydase pour obtenir un 
test immuno-enzymatique. 

Realisation du test , 

Celui-ci est fait de maniSre analogue au test pour 1'Ag NANBe. 

II. Realisation d'un test pour les Ac anti-NANBc . 

L'Ag NANBc peut Stre purifiS Sl partir du foie ou du serum. L'Ag 
NANBc purifiS va pennettre de servir de base SL la realisation 
d'un test pour 1 1 anti -NANBc par exemple par un DRI selon une 
methode de competition* Le test d ' immunofluorescence lndirecte 
en utilisant divers substrats provenant de divers Aalades et en 
testant des cas d' hepatite NANB de diverses origines a permis 
de montrer qu'il existe des variations d'Ag NANBc selon la 
souche du virus NANB en cause. 

Deux principaux types d'Ag NANBc ont pu Stre a ce jour identi- 
fies, lis se comport ent de maniSre analogue et les methodes 
d f extraction sont identiques pour les* 2 types principaux de 
virus NANB identifies a ce jour, dSsignSs par convention NANB1 
et NANB2. 

En immunofluorescence indirecte, utilisant comme substrat des 
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coupes de foies infectSs par un virus NANB (par exemple par le* 
virus NMIB1 ou NANB2) 9m on dStecte chez une population normale 
de donneurs de sang environ 10% d' anticorps anti-NANBcl et 5% 
d' anticorps anti-HANBc2 . 

Avec la sensibilite du dosage radio-inmmnologique pour les 
anti-NANBc, on obtienfc un grand nombre de sujets sains chez qui 
on trouve des anticorps anti-NANBcl ou 2 traduisant qu'ils ont 
StS un moment donnS de leur vie en contact avec ce virus et se 
sont immunises sans f aire de tot ladle, 

Au total une minoritS de tous ces donneurs de sang, soit 2 £ 
4%, prSsente des anomalies dStectables de la biologie hfipatique 
sous forme de transa m i n ases et/ou gamma GT au dessus de 2 fois 
la valeur-seuil de la normale. 

Les anticorps anti-NANBc apparaissent & la phase aigue de la 
maladie d&s le debut de la montSe des transaminases (en mSme 
temps qu'apparalt I'antigSne NANBe) et ils persistent pendant 
toute la dur6e de la maladie et aussi pendant la convalescence 
et restent presents plusieurs annSes aprSs la maladie. II n'est 
done pas douteux r vue la frequence des expositions au virus 
HANB au cours de la vie, qu'une proportion relativement impor- 
tante de la population ait des anticorps. 

Le titre des anticorps est maximum i la phase aiguS de la 
maladie et si celle-ci gufirit leur taux d€cro!t. 

Avec une mSthode peu sensible telle que 1 9 immunofluorescence 
indirecte, on garde une bonne valeur diagnostique, la presence 
des anticorps anti-NANBc traduisant une maladie en cours 
d* evolution ou 6tant en train de s 1 amSliorer. 

Grace a l 1 immunofluorescence indirecte, on a retrouve pour les 
virus NANB ce qui est connu pour les autres virus e'est-a-dire 
que la classe d • immunoglobulines qui supporte l'activite 
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anticorps au debut de la maladie est representee par des 
imraunoglobulines IgM, puis lorsque la maladie s'arrSte et que 
le .virus n'est plus produit, les anticorps IgM sont remplaces 
par des anticorps exclusivement IgG. 

La mise en Evidence d r anticorps anti-NANBc de classe IgM prend 
done un intfir§t diagnostique essentiel puisque ceux-ci vont 
traduire une infection en cours devolution. Si on se contente 
de rechercher les anti-NANBc IgM ceux-ci ne sont plus presents 
que chez I peu pr§s 4 3 5% des donneurs de song. Au cours des 
hepatites aiguSs, les anti-NAKBc IgM ne persistent pas aprSs la 
normalisation des transaminases dans la majority des cas. Au 
cours des hepatites chroniques par contre f 1* anti-NANBc IgM 
persiste. La valeur diagnostique est done considerable. 

On a Sgalement trouve une relation quantitative entre la 
presence d' anti-NANBc Z un titre eiev6 sup&rieur 3l 200 en DRI 
et une infection aiguS ou chronique tou jours en evolution.* En 
immunofluorescence indirecte, un titre supSrieur ou Sgal au 
40Sme traduit toujours que le virus se rSplique et done que le 
malade sera contagieux. En dosage radio-immunologique un titre 
supSrieur au SOOSme traduit la replication virale NANB actuelle 
ou persistante et s'accompagne toujours d ■ anti-NANBc IgM. 

Pour atteindre le but recherche dans le diagnostic qui est de 
demontrer soit la presence du virus, c ' est- 2L -dire son r51e 
dans une hepatite aiguS ou chronique et aussi d'autres syndro- 
mes comme nous l'avons vu f soit 1 • inf ectivite d'un sujet, en 
parti culier celle d'un donneur de sang risquant de transmettre 
une hepatite NANB, on a deux possibilites: soit mettre en 
evidence des anti-NANBc IgM, soit titrer les anti-NANBc totaux 
dStectSs et admettre que tous les titres super ieurs au 200Sme 
et en tous cas 3 partir du SOOSme correspondent 3 une replica- 
tion du virus NANB. 

L'objectif final etant d' avoir un test unique pour le reperage 
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immSdiat de tous les flacons de sang potentiellement iaf ec- 
tieux, on peut rialiser un test oil sur un support solide 
seront fixes d'une part l'Ag HBc permettant de dStecter des 
anti-HBc et ainsi des sujets infectieux pour le virus HB et 
d' autre part des Ag.NANBc 1 et 2 pour reperer les 2 principales 
classes de virus NANBc. La quantity de traceur anti-NANBc est 
calculSe pour obtenlr la sensibilite voulue correspondent au 
seull recherche. On a ainsi un test polyvalent qui en lere 
intention repere tous les virus de la famille de 1 'hepatite 
responsables d' hepatites post transfusionnelles. Dans un 2eme 
Hemps, on peut faire une analyse plus fine en separant les cas 
anti-HBc-positifs qui sont dus au VHB des autres cas. II ne faut 
pas non plus meconnaltre 1' existence d' infections doubles. 

Pour la realisation d'un test susceptible de reperer la classe 
IgM des anticorps anti-capsidiques du VHB et des virus NANB 1 
et 2 on fixe sur le support solide, par exemple une bille de 
polystyrene des anticorps anti-IgM humaines d'origine animale 
(par exemple de mouton, lapin ou autres) . Cette bille va done 
reprSsenter un piege pour toutes les IgM des serums humains. Si 
on incube une telle bille avec un serum, elle fixe les IgM 
circulants. Dans un 2eme temps, on rajoute apres lavage une 
quantite fixSe d'antigdne en l» occurence soit de l'Ag HANBcl, 
HSHBc2 ou HBc ou un de leurs mfilanges* le tout en dilution dans 
du serum nrnnain normal. Apres incubation de 16 a 24 heures a la 
temperature ambiante on lave. S'il y avait des IgM qui ont une 
activitS anticorps contre l'Ag considers, il"y a eu attachement 
de l'Ag que l'on avait rajoutg. II reste alors a le rSvSler par 
addition d'un marqueur approprie, e'est-a-dire un anticorps 
anti-HAHBc 1, anti-NANBc2, ou anti-HBc, ou un mfilange de ces 
anticorps, couplS a un traceur radioactif ou I un traceur 
enzymatique (par exemple le per oxydase, qui ensuite donne une 
rfiaction colorfie lorsqu'elle est oxydSe avec le periodate) et 
selon le cas on compte la radioactivitS dans un compteur de 
radiation ou on apprecie la positivitS par la reaction coloree 
a l'aide d'un photomStre qui la quant if ie. 
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On pent egalement dfitecter des Ac anti-NANBc, avec un support 
- sur lequel est fixe de l'Ag NANBc purifie, selon les mSthodes 
(sandwich ou competition) dficrites ci-dessus. 

II est possible de realiser des tests specif iques pour chacun 
des Ag NANBcl efc NANBc2 mais il parait plus logique d'envisager 
la realisation d'un test unique pour les deux plus frequentes 
infections a. virus NANB. Pour eel a on utilise un melange des 
deux Ag (NANBcl + NANBc2) , fixfi sur un support solide par mise 
en contact dans un tampon phosphate pendant une nuit I 4*c. 
Apres sfichage et lavage, les sites eventuellement disponibles 
sur le support sont ensuite satures avec une solution protSigue 
telle que l'hemoglobuline ou l'albumine bovine. Le rSactif 
constituS par le support ainsi enduit d'Ag va servir 1 la 
realisation d'un test, par exemple selon la methode de compS- 
tition. II est incubfi par exemple avec 20 Owl de serum a tester 
pendant lh a 37 W C. AprSs lavage on fait aglr les Ac correspon- 
dents couples au traceur, par exemple les Ac anti-NANBc radio- 
actifs. La fixation maximum de ces Ac traduit la libertS.des 
sites NANBc sur le support et done que le sSrum StudiS ne 
contenait pas d'Ac anti-NANBc. Inversement, si on observe une 
reduction de plus de 50% du nombre de coups/minute de radioac- 
tivitfi par rapport a un temoin, e'est que le serum Studie 
contenait l»Ac anti-NANBc qui s'est fix6 sur le support, muni 
d* antigens en rendant celui-ci inaccessible aux anticorps 
radioactif s ulterleurement mis a son contact. 

111 • Detectio n des infections hepatlcrues a virus NANB 

ou analogues a l' aide de l'Acy NANBe ou de l'Ac anti-NANBe . 

L*inter8t d'un tel systeme provient du fait que l'Ag NANBe est 
l'Ag le plus profond des virus. C'est un Ag de groupe commun 
aux membres de la famille des virus d' hepatite qu'ils soient B 
ou NANBe. Une etude des hepatites post transf usionnelles , dans 
6. centres differ ents : Lyon, Paris, Londres, Hannovre, Kiel, 
New-York, a reveie que la frequence de la detection de l'Ag 
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NANBe au cours des hepatites post transfusionnelles variait de 
60 a 100 % des cas avec une moyenne autour de 80 %. Compte tenu 
que la mSthode utilisSe Stait peu sensible (immunodiffusion) 
cela signifie que le systeme Ag/Ac NANBe utilisS est quasi 
constant dans les hSpatites NANB post transfusionnelles. Ceci 
Stait d'autant plus surprenant que l»on pouvait s'attendre a 
des variations Spidemiologiques dans des souches de virus NANB 
distinctes vu les regions trSs differentes. II est en effet 
quasi demontrS qu'il existe plusieurs types d' hepatites NANB. 

Le fait que des virus de 1» hepatite NANB distincts n'entralnent 
pas d'immunite croisSe a conduit a penser que leurs antigSnes 
d'enveloppe Stalent diffSrents mais pouvaient appartenir a la 
meme famille de virus ayant en commun le meme Ag NANBe, Ce 
phSnomene a StS demontrS pour le virus NANB, le virus HB ainsi 
que pour un virus de 1* hepatite d'une autre espece animale, 
celui de la marmotte pulsque pour les 3 virus on peut mettre en 
Evidence Ag HBe^ ou une rSaction croisSe avec HBe 3 . Cette 
hypothese de 1* existence de plusieurs virus NANB possSdant un 
meme antigene de groupe NANBe a 6tS conf irmSe lorsque des 
inoculums entralnant des hepatites NANB d • incubations trSs 
differentes et s » accompagnant de ISsions ultras tructur ales et 
de particules distinctes en microscopie Slectronique (souches H 
et P de SHIMIZU) ont StS inoculSes chez les chimpanzSs (SHIMIZU, 
SCIENCE, 1980). L'Stude des serums des chimpanzes ainsi inoculSs 
avec ces 2 souches de virus NANB distinctes a montrS que l'Ag 
NANBe etait detectable chez les chimpanzes infectSs avec la 
souche P comme-avec la souche H. La conclusion que l'Ag NANBe 
Stait un Ag de groupe de famille des virus de 1» hepatite 
regroupant des virus de l'honnne tel que le VHB , ou les virus 
NANB de souches differentes H et P et meme le virus de la 
marmotte .par alt done bien Stabile. 

Ceci conf ere done un intSrSt exceptionnel a cet Ag NANBe 
puisqu'il pennet done a priori de diagnostiquer tous les virus 
appartenant_a ce meme groupe, meme des virus NANB ou autres 
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HSpa DNA virus non encore dScouverts ou non encore apparus. 
L'interSt de 1' antigenic! te croisfie entre le virus HBe/3 du VHB 
et l'Ag NANBe du virus NANB n'est pas majeur pour le diagnostic 
des hepatites B puisqu'on dispose de trSs bons rSactifs spSci- 
fiques pour la reconnaissance des hepatites I VHB. Par contre 
il n'en va pas de mSme dans le cas des hepatites NANB pour 
lesquelles aucun test diagnostigue n'existait a ce jour. 

Les difficultes de la serologic NANB sont liees a 1* existence 
frSquente au cours des hSpatites NANB d'antigenes qui ne sont 
pas d'origine virale mais liSs a l'hate et qui sont presents a 
la phase aiguS de la xnaladie et induisent des anticorps. Ces Ag 
peuvent se rencontrer dans une pathologie et dans des condi- 
tions distinctes de 1» hepatite NANB et sont a l'origine de 
nombreuses fausses reactions car ce sont des constituants 
nonnaux qui peuvent s' observer dans de tres nombreuses circons- 
tances cliniques avec atteintes du foie d'origines tres diverses. 

Ces phenomenes parasites expliquent qu* aucun test diagnostigue 
reposant sur 1* utilisation d'Ac naturels selectionnSs chez 
l'hamme n'apu const! tuer le point de depart d'un test satis- 
faisant jusqu'a ce jour. C'est done une caracteristique essen- 
tielle de 1' invention que de reposer sur 1' utilisation d'Ag 
purifies et d'Ac animaux specif iques ou d'Ac -humains monoclonaux 
ou polyclonaux de specificity satisfaisante prepares par chroma- 
tographie d'af finite avec de l'Ag pur if 16. 

Obtention des rSactlf s : Ag NANBe et Ac "anti-NANBe nScessaires 
pour realisef le test. 

La realisation d'un test specif ique pour l'Ag NANBe ex.ige 
done 1J la purification de l'Ag NANBe; 2) 1 ' immunisation 
d' animaux afin d'obtenir des Ac specif iques de titre Sieve" et 
d'affinitS elevSe, 3) sfilection d'Ac monoclonaux ou polyclonaux 
monospecif iques. GrSce 1 ces anticorps il est possible de 
realiser des tests de sensibilitS variable croissante et spSci- 
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fique tels que 1* immunodiffusion, la contreSlectrophorese et 
surtout le dosage radio immunologique (DRI) et immunoenzyma- 
tique (ELIZA). 

Purification de I'ag NANBe 

Deux mSthodes on 6tS mises au point pour la purification de 
l'Ag NANBe : 

Premiere mfithode 

On prepare et purifie d'abord l'Ag NANBe a partir de foie 
infectfi par un virus NANB. Sur l'Ag NANBe ainsi purifie on fait 
aglr un agent detergent fort, c»est-a-dire un detergent ionique, 
en particulier anionigue, tel que le SDS. On opSre generalement 
en presence d'un reducteur tel que le dimorcaptoethanol pour 
lib&rer l'Ag NANBe. Cet Ag est alors utilise pour immuniser des 
animaux, par exemple des lapins pour obtenir des Ac anti-NANBe 
qui rSagissent en immunofluorescence pour dStecter l'Ag NANBe 
dans le noyau des hepatocytes infectes, ce qui confirme leur 
spficificitS. Ces Ac specifiques peuvent Stre utilises pour 
dStecter l'Ag NANBe dans le serum par immunodiffusion et 
contreSlectrophorSse. Cet Ac purifie sert egalement de base a 
la realisation du rSactif selon 1' invention permettant d'effec- 
tuer un test de DRI dit en sandwich ou bien un test immunoenzy- 
matique qui sera dStaillS plus loin. 

Deuxieme mSthode 

L'Ag NANBe serique peut Sgalement Stre purifiS par chromato- 
graphie d' absorption. On a decouvert que l'Ag NANBe avait en 
particulier une af finite Elective pour 1'hSparinogel. Cela a 
servi de base a la mise au point d'une purification selon ce 
principe : dans un ler temps, le serum contenant l'Ag NANBe est 
appliqui sur une colonne d'heparinogel, oil il se fixe et on 
constate que l'Ag NANBe est retenu sur la colonne ; dans un 
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23me temps on rSalise I'Slution et on recueille les fractions 
NANBe positives. 

Immunisation des animaux (lapins, cobayes) 

On opSre par exexnple par injections, faites en de multiples 
sites 3. chaque lapin de 300 yg de solution antigfinique titrant 
1/16 en CEP, aprSs mSlange avec de 1* adjuvant complet de 
FBEUND pour les 2&mes injections et pour les suivantes,' & 1 
mois d f intervaile, avec de l v adjuvant incomplete 

Obtention d'immuns sfirums monospgcif igues 

Selon une premifire technique^, on laisse incuber 2h 1 37°C (ou 
24h & +4°C) les immuns s&rums obtenus sur du sSrum humain 
normal, polym&risS par traitement Sl la glutaraldShyde et sur du 
broyat de foie huznain normal figalement insolubilisS par la 
glutaraldShyde* On rSpSte 1* operation jusqu'a disparition de 
toute rSactivitS contre des sSrums ou extraits de foie normaux. 
Seule subsiste alors 1 1 activitfi anti-NANBe. 

Une autre vole d f obtention d'Ac monospficifique sera la prepa- 
ration d'Ac monoclonaux selon la technique des hybridomes. 

Une quatri&me possibility consiste & rSaliser une absorption 
selective des Ac anti-NANBe par chroma tographie d'affinitS 
sur un support revStu d'Ag NANBe pur if IS, selon les mSthodes 
connues* 

Realisation du test pour l.'Ag et I'Ac NANBe 

Ce systSme precipitant peut Stre dfitectS notamment pour : 

- immunodiffusion (ID) 

- contrefilectrophorSse (CEP) 
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- dosage radio immunologique (OHI) 

D'autres mSthodes classiques de s&rologie peuvent Stre employees 
grace aux Ag purifies et Ac monospficif iques qui ont StS prepa- 
res, en particulier les tests d 1 hemagglutination, ou bien les 



Avec le rSactif de 1' invention, en fixant sur un support de 
I'Ag NANBe (ou de 1 1 anticorps-anti-NANBe) il sera possible de 
dStecter l f Ac anti-NANBe (ou de l'Ag NANBe) selon les mSthodes 
de sandwich ou de competition dficrites ci-dessus. 

IV. Cas particulier de la detection des donneurs de 

sang susceptibles de transmettre un virus de 1' hepatite NANB , 

mais aussi tout autre virus apparente HepaHDNA virus . 

A. Connne indiquS ci-dessus dans les gfinSralitSs il s'agit d'un 
problSme majeur par ses consequences en raison: 

1) de la frequence du portage de ces virus par environ 3 £ 10% 
des donneurs de sang bSnfivoles, et une proportion allant 
jusqu'a 35% pour les donneurs rfimunSrSs et en pays d'endfimie. 

2) de la gravite potentielle des hepatites NANB post transfu- 
sionnelles dont 50% evoluent vers la chronicite avec finalement 
cirxhose du foie possible, et qui au total ont une morbidite et 
mortalite considerables. 

B. Une des caract§ristiques de l f invention est d' avoir precise 
la possibilite de depister les donneurs inf ectieux asymptoma- 
tiques par plusieurs tests serologiques specifiques pexmettant 
la detection de l'Ag NANBs, de l'Ag NANBe, et des Ac anti- 
NANBc/1 et 2, chaicun des tests ayant son inter St propre. 

C. Une deuxi&ne caracteristique de cette decouverte est la 
caracterisation de la biologie et de la virologie des virus 
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6-mercaptoSthanol et 0,1% en SDS, on laisse incuber pendant 
2hl/2 a 37°C, puis on dialyse pendant 20 heures 1 +4°C contre 
du tampon PBS* 

On obtient une fraction riche en Ag NANBe qui peut Stre utili- 
s5e par example pour immuniser des lap ins. Pour cela on le 
f litre sur membrane millipore sterile 0,22 micron prSalablement 
satur€e par le serum de lapin normal. 

EXEMPLE 6 



Proc§d§ de purification de I'antigane NANBs en partant 
de la propriSte antjgeniqtte crois6e faible avec L'Ag HBs. 

Comme indiquS ci-dessus, 11 existe une antiggnicltS croisSe 
notable entre les virus NANB et HB en ce qui concerne les 
Ag profonds : e et c. II existe Sgalement une faible anti- 
gSnicitS crois6e non detectable par les rSactifs commerciaux y 
corapris les DRI au niveau des Ag d'enveloppe des virus. Cette 
rSgle qui s f observe pour les virus de 1* hepatite de la marmotte 
et le VHB est Sgalement vraie pour les virus NANB. Bien que 
faible, la reactivate croisSe peut servir.a une methode de 
preparation de l v Ag NANBs. 

On part de plasmas d'Ag HBs de titre trSs Sieve supSrieur ou 
Sgal a 10 7 en DRI de sous-types ay et ad et positifs a l'Ag et 
HBe. Ensuite, on purifie ces 2 types d'Ag HBs par les mSthodes 
classiques telles que dScrites en particuiier dans Am.J.Dis. 
Children, 1972, p. 304. L'Ag HBs puriflS de sous-type ay est 
utilise pour immuniser des lapins selon le schema d ' immunisa- 
tion classique dSja prScite. Dans un 2 Sine temps, on va stimuler 
les lapins qui auront developpS des Ac anti-HBs (anti-ay) avec 
de I 1 HBs purifie ad. Le rSsultat est l'obtention d'Ac anti-a de 
titre eievS. On s'est aper^u qu'un certain nombre de ces Ac 
anti HBs anti-a de trSs haut titre 'etaient capables de reagir, 
vis-a-vis des Ag NANBs en identite partielle avec des Ac anti- 
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NANBs cf schema. Ceci montre "qu'il y a une parents entre la 
specif icite a de l f Ag HBs et l f Ag NANBs. Les anticorps anti-a, 
ainsi sSlectionnes, vont Stre utilises pour rSaliser un grand 
nom bre d'arcs de precipitation en contre-eiectrophor&se class!- 
que sur plaque avec des Ag NANBs seiectionnes comme pr§c§dem- 
ment indique, et bien stir nfigatifs pour l'Ag HBs. Les plagues 
de gfilose de la contre-eiectrophorSse sont lavees en tampon PBS 
pals dans de l f eau distiliee en finale. Les lignes de precipi- 
tation sont dficoupSes au scapel et un grand nombre sont rSunies, 
homogeneis6es et mfilangSes a de l f adjuvant de FREUND. Ce melange 
Ag NANBs, Ac de lapin anti-HBs/anti-a va Stre utilise pour 
imnuniser les laplns qui rSagiront contre le seul Ag NANBs car 
les laplns ne r§agissent pas contre leurs propres gammaglobulines. 
AprSs simulation adequate des lapins, on rSussit a obtenir chez 
cert a i n s d' entre eux une rSponse anti-NANBs qui n'est plus anti 
HBs. Ces Ac sont repris aprSs purification sur DEAE cellulose 
des IgG pour rfialiser une chrdmatographie d'af finite et celle- 
ci permet a partlr de fractions Ag NANBs de purifier cet Ag 
selon les procSdSs d€ja dScrits. Le nouvel Ag NAHBs de puret§ 
accrue ainsi prepare est a nouveau utilise pour lmmuniser les 
lapins qui serviront de source d v Ac anti-NANBs de plus grande 
puretS et de haute aff initfi y compris grace a la selection de 
fractions Ac de classe IgM qui sont particuliSrement utiles 
dans la realisation de tests sensibles visant a detect er I'Ag 
NAHBs en DRI. 

L'Ag NANBs le plus purifie peut Cgalement Stre utilise pour 
preparer des Ac monoclonaux anti-NANBs par Immunisation de 
souris puis fusion des lymphocytes spieniques avec des lympho- 
cytes myeiomateux selon la technique des hybridomes dScrite par 
HXLSTEIN et ses collaborateurs. La faculte de produlre les Ac 
anti-NANBs par les clones cellulaires qui seront seiectlonnes 
est falte par les tests d 1 lmmuno-f luorescence indlrecte sur des 
substrats de foie Ag NANBs ou bien par contre-eiectrophorese ou 
precipitation DRI (avec des Ag NANBs et billes a 1 "Ag anti- 
NANBs) • * -.- - 
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La methode dScrite ici pour l'Ag NANBs peut Stre egalement 
utilisffe pour la purification des Ag NANBe en partant de la 
rfiactivitS croisfie avec l f Ag HBe/3 et aussi pour l'Ag NANBc en 
partant de la reaction croisee avec HBC. Dans ces 2 cas on peut 
dSja directement partir d' Ac -anti HBe/3par exemple pour faire 
line premiere chroma tographie d'af finite, sur un support couple 
aux anti HBe/3, permettant d'oitenir des fractions concentrSes 
d'Ag NANBe. 

En immunisant des lapins avec de l'Ag HBe/3 les AC de iapins 
anti HBe/3 servent a preparer des lignes de precipitation avec 
Ag NANBe, avec lesquelles on immunisera des lapins neufs et 
restiraulera des lapins anti-HBe/3. 

On peut aussi utiliser ces modules naturels d f hepatite virale 
tels que ceux du chimpanzS et de la marmotte en simplifiant les 
purifications car on travaille en systSme homologuS. 

1) On part de serum Ag HBs de chimpanze ay et ad.Le serum non 
purifiS sert I hyper immuniser de 1* adjuvant 1' animal qui fera 
des Ac anti HBs/anti-a. 

2) Les lignes de precipitation anti-a/Ag NANBs (ou toute autre 
preparation d'Ag NANBs purifie) servent a stimuler 1' animal. On 
obtient ainsi des Ac anti -NANBs. Pour le cHimpanzg on peut 
restimuler avec de l'Ag NANBs de chimpanze obtenu en transmet- 
tant du virus NANB a un animal ou en utilisant tout plasma de 
chimpanze Ag NANBs detects chez des anlmaux naturellement ou 
experimental ement infectSs par le virus NANB. 

On peut faire la mSme operation avec l'Ag HBE/3 pour aboutir a 
des Ac anti -NANBe. 

Enfin au lieu d f utiliser le chimpanze on peut utiliser la 
marmotte, egalement naturellement inf ectee avec un virus WHV 
apparente aux virus B et NANB et ayant aussi des Ag e,c,s qui 
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croisent dans les m£mes proportions. 

Des raarxnottes sont hyperimmunisfies en Ac anti-WHs ou Ac anti- 
WHe avec des Ag WHs et WHe purifies & partir de serum de 
marmottes. On stimule ensuite la formation d'Ac contre le 
determinant comraun entre le virus WHV et NANB par les artifices 
deer its ci-dessus pour les Ag e, s ou c. 

EXEMPLE. 7 

L* invention a egalement pour objet la preparation d'Ac monoclo- 
naux contre les determinants coramuns aux Ag de surf ace des 
virus NANB et HB, en utilisant la propri§t§ d f antigSnicitfi 
croisSe avec les Ag correspondants du VHB. 

Le protocole general suivi peut Stre celui de la preparation de 
tous les Ac monoclonaux ; voir par exemple "Monoclonal antibodies, 
Hybridamas : New dimension of biological analysis Kenneth 
Robert # MAC-KEARN Thomas, BOCH Tol. K. , Plenum Press , New York, 
London, 1980, p. 3 & 30. 

On stimule un a nim al successivement avec les Ags des virus de 
!• hepatite B et NANB, on verifie que 1' animal a bien developpe 
des anticorps contre VHB et VHNANB, on stimule & nouveau ledit 
a n i m a l pour injection d'un desdits Ags (par exemple Ag NANBs) , 
"puis, apr&s le temps nScessaire pour 1 ' elaboration de la 
reponse anticorps , on recueille des lymphocytes dudit animal, 
les fusionne avec une lign6e lymphocytaire myeiomateuse, 
realise des cultures des hybrides obtenus, et seiectionne par 
clonage les hybrides produisant des anticorps £ la f ois anti- 
HBs et anti-HANBs. 

On Immunise une souris avec par exemple 5-15 microgrammes d f Ag 
% NANBs partiellement purifie. 10 3, 20 jours plus tard on stimule 
avec 5-15 microgrammes d'Ag HBs purifie. 

FEUILLE DE REMPLACEMENT 
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On s* assure 7-15 jours plus tard que la souris a bien dSveloppS 
des Ac anti-NANBs (v&rification faite par immunofluorescence 
sur une biopsie de foie avec Ag NANBs cytoplasmique ou membra- 
naire ou bien par DRI comme dScrit) mais aussl gu'elle a fait 
des Ac anti-HBs (verification faite en utilisant les riactifs 
commercialize) . 

Une formation d' anti-HBs accfil§r§e confinne bien qu f il y a eu 
un effet de stimulation anamnestique vis-3-visde determinants 
Ags communs * aux Ag de surface des virus HB et NANB. 

On fait alors une troisiSme injection d'Ag NANBs. 48 fteures 
plus tard on prSl&ve la rate des souris et recueille les 
lymphocytes. Ceux-ci sont fusionnfis avec une lignSe lymphocy- 
taire raySlomateuse des souris, et des hybrides sont obtenus, de 
fagon connue. On realise des cultures dans des mlcroplaques de 
fagon connue, de ces Hybrides: Quand les cultures se sont bien 
Stabiles, on teste les surnageants de chaque pults de micropla- 
que pour la prSsence d f Ac anti-HBs (par r§actif commercial) 
et d'Ac anti-NANBs par immunofluorescence .et/ou DR1. Les 
lymphocytes des puits produisant des Ac £ la f ois anti-HBs et 
anti-NANBs sont alors clonfis de fagon connue. 

Les cultures sont a. nouveau propagfies. 

On s* assure, apr&s plusieurs repiquages si nScessaire, que I 1 on 
a bien obtenu : 

.* • 

a) des Ac monoclonaux provenant d*un seul clone de cellule par 
exemple exclusivement de la mSme classe d • immunoglobuline IgG 
ou IgH, 

£)) que ce clone produit bien des Ac a la fois anti-NANBs et 
anti-HBs. 

Les Ac sont dirigSs contre les dSterminants communs au VHB et 
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au virus NANB. 

Les anticorps alnsi obtenus sont .alors fixes par couplage sur 
des billes de polystyrene, comma decrit ci-dessus. 

Le reactif unique "ainsi obtenu "permet de dStecter aussi bien 
les Ags de virus HB que les Ags de virus NANB, de mSme que les 
anticorps correspondants . 

EXEMFLE 8 

Purification de l'Ag NANBs , . par chromatographie d» adsorption 
sur heparinogel. 

On selectionne des serums positifs en Ag NANBs que l'on concen- 
tre par precipitation au sulfate d' ammonium a 60%. Apres 
dlalyse, la preparation concentree est chromatographiee sur une 
coionne contenant 200 ml d'hSparine Ultragel IBP equilibree en 
tampon T x I voir exemple-4), avec un Scoulement lent de 0,2 
ml/minute. La coionne est alors lavfie avec 200 ml de T puis 
par 100 ml de T 2 (conforme exemple 4) . On Slue ensuite l'Ag 
NANBs avec un gradient de NaCl dans le tampon T 2 obtenu en 
ajoutant progressivement (0,5 ml/minute) une solution Tris 
0,05M EDTA 0,01 M NaCl 2,5M dans un flacon de 300 ml de T 2 . 

On recueilie des fractions de 10 ml, les gradients en NaCl, 
allant de 0,15M a l,2M etant mesures au rSfractometre d'ABBE. 
Les fractions sont dialysees contre du tampon TSA puis concen- 
trees a l ml par ultrafiltration (limite 10.000 daltons) . On 
recueilie les fractions positives en Ag NANBs, correspondent 
aux fractions 0,25-0, 4 0M et 0,60-0, 80M. Ces fractions a haute 
teneur en Ag NANBs sont suff isamment concentrees pour devenir 
reactives dans le test de DRI pour l'Ag HBs, en raison de la 
faible reaction croisee mentionnee ci-de'ssus-. 

La purification de l'Ag NANBs peut aussi Stre effectuee comme 
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dScrit par KAPLAN, Vox Sanguinis, 1978, Vol. 35, p. 224-233. 
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Revendications de brevet 

1. ProcSdS de preparation d'antigSnes purifies de 1 'hepatite 
vlrale NANB, caracterisfi par le fait que l'on sSlectionne des 
serums ou des eactraits de foie dans lesquels on a reconnu la 
presence de virus NANB, que l'on procSde a une ultracentr irri- 
gation pour concentrer lesdits virus dans le culot de centri- 
fugation, que l'on recueille ledit culot et le traite par un 
detergent non ionique, que l'on laisse incuoer pendant 1 a 24 
heures environ a temperature comprise entre 0 et 37 °C, que l'on 
procSde a un fractionrtement pour isoler les fractions contenant 
de l'Ag NANBe purifie, puis que, si desirS, on soumet lesdites 
fractions a 1' action d'un detergent ionique, iaisse incuber 
pendant 1 heure a 24 heures environ a temperature de 0 a 37°C, 
et isole l'Ag NANBe. 

2. ProcfidS de preparation d'un antigSne purifie de l'hCpatite 
viraJ.e NANB, caracterlsS par le fait que l'on sfilectionne des 
sfirums positifs pour l'Ag NANB dSslr§ (NANBe ou NANBs) , on 

e i Inlin e les partlcuJ.es virales eventueliement prSsentes, par 
example par ultracentrifugation, on elimine les gammaglobulines 
seion les mSthodes connues, on concentre ledit Ag NANB, notam- 
ment par precipitation puis on chromatographie les fractions 
concentrees contenant l'Ag NANB dSsirS sur un support sur 
lequel est flxee de l'heparine, on eiue avec une solution 
aqueuse de chlorure de sodium de concentration croissante, 
recueille les eiuats contenant l'Ag NANB desire, et eiimine les 
sels selon les methodes usuelles. 

3. Procede de preparation d'antigSnes purifies de 1* hepatite 
virale NANB, caracterise par le fait que l'on hyper immunise des 
animaux avec une fraction purifiee en un antigSne de 1' hepa- 
tite B, que l'on utilise les gammaglobulines produites par les 
animaux hyper immunises pour obtenir des lignes de precipitation 
avec des serums contenant un antigSne NANB correspondant et 
exempts d' antigSne HB, et que l'on utilise les gammaglobulines 
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ayant donnS des lignes de prScipitation pour rSaliser les 
supports de chroma tographie d' affinitS qui permettront de fixer 
et purifier ledit antigSne NANB. 

4* RSactif permettant le diagnostic de 1' hepatite virale NANB 
ou permettant de rSvSler le stade devolution de la maladie, 
caractSrisS par le fait qu'il comprend un support solide sur 
leguel est fix 5 au mo ins un antigSne NANBe, NANBe ou NANBs 
et/ou au moins un an ti corps spScifique anti-NANBc, anti-NANBe 
ou anti-NANBs . 

5. RSactif selon la revendication 4, caractSrisS par le fait 
qu'il est constitu§ par un support solide stir leguel est fixS 
au moins un antigSne NANBe, NANBe ou NANBs. 

6. RSactif selon la revendication 5, caractSrisS par le fait 
qu'il contient, fixS sur le support solide, de 1' antigSne 
NANBe* 

7. RSactif selon I'une quelconque des . revindications 4 16, 
caractSrisS par le fait qu'il contient, fixS sur le support 
solide, de 1* antigSne NANBs. 

8. RSactif selon l'une quelconque des revendications 4 17, 
caractSrisS par le fait qu'il contient, fixfi sur le support 
solide, de 1' antigSne NANBe. 

• * 

9. RSactif selon la revendication 5, caractSrisS par le fait 
que sur ledit support sont fixfi s des an ti corps -anti- (gamma- 
globulines humaines) et que ledit antigSne est prSsentS sSpa- 
rSment et peut Stre f ix§ par 1 * intermSdiaire des anticorps 
correspondants du sSrum S. tester s'ils sont presents. 

10. RSactif selon la revendication 9, caractSrisS par le fait 
que les anticorps anti- (gammaglobulines humaines) sont des 
anticorps anti-IgM humaines. 
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11. Rfiactif selon la revendication 9, caractSrisfi par le fait 
que les anticorps an ti- (gammaglobulines humaines) sont des 
anticorps anti-IgG humaines. 

12. Rfiactif selon la revendication 4, caractSrisfi par le fait 
qu'il est constitufi par un support solide sur lequel est fixS 
au mo ins un anticorps spScifique anti-NANBc, anti-NANBe ou 
anti-NANBs. 

13. RSactif selon la revendication 4, caractSrisfi par le fait 
qu'il contient, fixS sur le support , de 1* anticorps anti-NANBe, 
anti-NANBs, et de l'antigfine NAMBc. 

14. Application du rfiactif selon l'une quelconque des revendi- 
cations 4 t 8 et 12, caractSrisfie par le fait que I'on recher- 
che selon le cas, la prfisence d'un ou plusieurs antigfines ou 
d'un ou plusieurs anticorps dans un sfirum a tester , 3L 1'aide de 
ce rfiactif, selon les techniques de "sandwich" et/ou selon les 
techniques de "competition". 

15. Application du rfiactif selon l'une quelconque des revendi- 
cations 9 3 11, caractSrisfie par le fait que l f on met en 
contact ledit rfiactif avec un anticorps anti-NANB couplfi I un 
traceur et que i'on dfitermine, par une rfiaction de rfivfilation, 
si !• anticorps couplfi a un traceur s'est fixfi sur le support, 
auquel cas les gammaglobulines du sfirum a tester contenaient 
des anticorps contre le mSme antigfine que ledit anticorps 
couplfi au traceur. 

16. Application du rfiactif selon la revendication 13 , caractS- 
risfie par le fait que I'on recherche la prfisence des antigfines 
HANBs et NANBe, et que I'on recherche en outre la prfisence de 
1' anticorps anti-NANBc, selon la technique sandwich ou la 
technique de competition, ces recherches fitant effectufies l'une 
a I'aide d'un traceur radioactif , 1' autre 3 1'aide d'un traceur 
enzymatique. 
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